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FARKLI KUTINAZ SEKILLERI

BULUSUN' ILGILI OLDUGU TERNIK ALAN

10 , Mevcut bulug, bir kitinaz varyanti ile, daha da
&zel olarak 1siya kars: arttirilmig dayanikliliga sahip
olan bir kaGtinaz varyanti ile 1ilgilidir. Bulus, ayni

. zamanda varyanti degifre eden bir DNA dizilimi ile, DNA -~

dizilimini kapsayan bir vektor ile, DNA dizilimini ya

155 da vektérﬁ barindiran transformasyona ugramis bir konak
hicre ile, varyanti n;éydana getirmek igin bir yéntem

ile ve varyantin kullanimi ile de ilgilidir.

BULUSUN GEGMISI
20 Katinazlar, kitin substrataini hidrolize edebilen
lipolitik enzimlerdir. Kitinazlar, ¢esitli mantarlardan
bilinirler (“Lipases”da, P. E. Kolattukudy, Ed. B.
Borgstrdom ve H.L. Brockman, Elsevier 1984, . 471-504).
. Fusarium solani pisi’'nin kitinazinin kristal yapisi ve
- 25 amino asit dizilimi tarif edilmistir (S. Longhi ve
arkadaslara, Journal_ of Molecular Biology, 268 (4),
779-799 (1997)).-Humicola insolens’ten bir kitinazin

amino asit dizilimi de yayimlanmigtir (ABD 5,827,719).

30 Fusarium ;solani pisi’nin bir‘ dizi varyanti yayim-
lanmistir: WO 94/14963; WO 94/14964; Appl. Environm.
Microbiol. 64, 2794—.2799, 1998; Proteins: Structure,
Function and Genetics 26, 442-458, 1996; J. of
Computational <Chemistry 17, 1783-1803, 1996; Protein

35 Engineering 6, 157-165, 1993; Proteins: Structure,
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Function and Genetics 33: 253-264, 1998; J. of
Biotechnology 66, 11-26, 1998; Biochemistry 35, 398-
410, 1996.

Fungal (mantar‘ kdkenli) kitinazlar, poli(etilen
tereftalat)’ain halkala oligomerlerinin enzimatik
hidrolizinde; ornek. olarak poli(etilen tereftalat)
'1iflerinden kumags veya ipliklerin finisajinda (WO
97/27237) kullanilabilir. Ancak, daha yluksek isleme
1si1larina izin vermek uzere, bilinen fungal kitinaz-

larin isiya karsa dayanikliligaini arttairmak istenir.

BULUSUN OZETIi
Bulusun sahipleri, aisaiya karsi artmig dayanik-
liliga sahip olan fungal kiitinazlarin belirli

varyantlarinia bulmuslardar.

Buna uygun olarak, bulus a) N ucu amino asidinin
lokasyonundan 17 A iginde (kristal bir yapi ic¢inde
amino asit bakiyelerinden hesaplandidi uzere), ve/veya
b) N ucu amiﬁo asidinden 20 pozisyonu ig¢inde yer alan
bir ya da daha fazla amino asit bakiyesinin ikame
edilmesini kapsayan ebeveyn fungal katinazin bir

varyantinil temin eder.

Bulug, ayni zamanda Varyanti dgsifre eden bir DNA
dizilimi, DNA dizilimini kapsayan = bir ekspresyon-
vektdrini, DNA dizilimini ya da ekspresyoﬁ vektorini
barindiran transformasyona ugramis bir konak hicreyi,
varyant: meydana getirmek ig¢in bir yodntemi, varyanta
kullanan iglemleri ve varyanti kapsayan bir deterjan

bilegimini de temin eder.
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CiziMLERIN OZET TARIFI
Sekil 1, H. insolens’in kutinazimin 4¢ boyutlu

yapisi ig¢in koordinatlar: vermektedir.

Sekil 2, FP. solani pisi (solda) ve H. insolens’den
(sagdda) katinazlarain u¢ boyutlu yapilarini gdsteren bir
bilgisayar modelidir. N ucu amino asidini ve bunun
cevresindeki 12 A ve 17 A g¢apindaki alanlara teshis

i¢in farkli remkler kullanmilmigtir.

Sekiller 3-6, c3ET’nin hidrolizini ag¢iklamaktadir.

Ayrintilar Orneklerde verilmektedir.
BULUSUN AYRINTILI TARIFI
Fungal kitinaz

Ebeveyn kitinaz, kamgili fungal kiatinaz gibi bir
fungal kGtinazdar; ornek olarak, Humicola veya
Fusarium’un susu, Ozellikle de H. insolens ya da F.
solani pisi’nin susgu, daha da o©6zel olarak H.

insolens’in DSM 1800 susu i¢in dogaldarx.

H. insolens’in DSM 1800 susunun kitinazinin amino
asit dizilimi ve bunu degifre eden DNA.dizilimi, ABD
5,827,719'un SEQ ID NO: 2 wve SEQ ID NO:1 olarak
gbsterilir. H. insolens kutinaz ig¢in burada kuilanllan :
numaralandirma sistemi, s0zd edilen SEQ ID NO: 2’de

gosterildigi gibi, olgun peptide dayanar.

F. solani pisi'‘nin  kGtinazinin amino asit
dizilimi, WO 94/14964'tGn Sekil 1D’sinde olgun peptit

olarak gosterilir. F. solani pisi kGtinazi i¢in burada
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kullanilan numaralandirma sistemi, WO 94/14964‘'te
kullanilandar; s&zu edilen Sekil 1D’de gobsterilen &n
dizilimi ic¢ihe alir; bu nedenle, olgun kiitinaz 16-214

poziéyonlarlndadlr.

Ebeveyn kGtinaz, H. insolens’in DSM 1800 susunun
kdtinazininkine en az %50 homolog olan (6zellikle de en
az %70 ya da en az %80) bir amino asit dizilimine sahip
olabilir. Ebeveyn kutinaz ozellikle H. insolens’in DSM
1800 susunun kitinazi ile s:iraya dizilebilen biri

olabilir.
Amino asitler ve alterasyonlar ig¢in isimlendirme

Spesifikasyon ve istemler, tek harfli kodlari ile
amino asitleri isgaret eder. Bir dizilimdeki &zel bir
amino asit, tek harfli kodu ve pozisyonu ile tesghis
edilir; ornek olarak Q1 Gln belirtir (1. pozisyondaki;

yani N ucundaki Glutamin) .

Ikame islemlerini tarif etmek igin burada
kullanilan isimlendirme, temel olarak WO 92/05249'da
tarif edildigi gibidir. Bu nedenle, R51P P (Pro) ile 51

~ pozisyonundaki R‘nin (Arg) ikame edilmesini belirtir.

Homologluk ve Siralama

AMévcut bulugun amaglara iéin, homologlugun
derecesi Needleman, S.B. ve Wunsch, C.D. tarafindan
(1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-45'te
tarif edilen ydnteme  gdre, polipeptit dizilimi
mukayesesi i¢in asgadidaki ayarlamalar ile, uygun bir

bicimde tayin edilebilir: GAP 3.0’1lr1k meydana gelme
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sarti ve GAP 0.1'lik uzama sarti. Tayin GCG program
paketinde (Wisconsin Package i¢in Program Kilavuzu, 8.
Versiyon, AgJustos 1994, Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wisconsin, ABD 53711) temin
edilen GAP gibi bilinen bir Dbilgisayar programi

araciliga ile yapilabilir.

Ele alinan iki dizilim, ayniy  parametreler
kullanilarak, Needleman (ayni referans)’'da tarif edilen
yonteme gdre saralanabilir. Bu, GAP programxr (ayna

referans) araciliga ile yapilabilir.
Kiitinazain ii¢ boyutlu yapasa

H. insolens'in kitinazinin yapisi, ag¢iklandiga
gibi X 1sini kristalografisi ydéntemi ig¢in; ornek olarak
X-Islnl Yapisa Tayini, Stout, G.K. ve Jensen, L.H.,
John Wiley & Sons, Inc., NY, 1989 ig¢in prensibe uygun

olarak c¢é6ztldd. 2.2 A resollsyonda, izomorf dedistirme

. yéntemi kullanilarak ¢dzilen kristal yapisi igin

yvapisal koordinatlar, standart PDB formati (Protein
Data Bank -Protein Veri Bankasi, Brookhaven National
Laboratory, Brookhaven, CT.) ig¢inde Sekil 1’de veril-

mektedir.

F. solani pisi kGtinazinin yapisi, Martinez ve
arkadaslara (1992) Nature 356, 615-618’de tarif
edilmektedir. F. solani pisi ve H. insolens kiitinaz-
larinin u¢ boyutlu vyapilari, Sekil 2’'de bilgisayar

modeli seklinde mukayese edilmektedir.

Fungal kotinazlarin G¢ boyutlu genel yapilarinin

cok benzer oldugu ve X 1sina kristalografisi yolu ile

NZAS-0236776
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oldukga yuksek oranda homolog olduunun gobsterildigi
kaydedilmelidir. F. solani pisi ve H. insolens'den
katinazlar arasaindaki  benzerlikler, Sekil 2'deki
bilgisayar modelinden acgiklikla gdérilmektedir. Bu
nedenle, bir fungal kitinaz i¢in belirtilen bu tip
modifikasyonlar, dider fungal kutinazlar ig¢in de

fonksiyonel olacaktzir.

N ucu yakininda ikame iglemi

Bulusun varyanti, N ucuna yakin bir ya da daha
fazla amino asit ikame islemine sahiptir. ikame iglemi,
17 A mesafesi iginde (6rnek olarak 12 A) ve/veya N
ucunun 20 pozisyonu ig¢indedir (brnek olarak 15
pozisyonu) . N ucundan olan mesafe, amino asitlerin Cq
atomu arasinda hesaplanacaktir ve kristal bir yapa
igcindeki amino asitten (diger bir deyisle; X 1$1n1

yapisinda gorunen) hesaplanir.

H. insolens DSM 1800 sugunun kutinazinda, iki N
ucu amino asidi (Q1 ve L2; dijer bir deyisle; 1 ve 2
pozisyonlarindaki Gln ve ©Leu), X 1sini yapasinda
gorinir dedildir, bdylelikle mesafe G3 amino asidinden
hesaplanacaktir. 17 A ig¢indeki amino asitler, 3-12, 18,
20-60, 62-64, 82, 85-86, 100-108, 110-111, 130-132,
174, 176-182, 184—185, 188 ve 192 pozisyonlarini igine
alir. 12 A icindekiler, 3-8, 22-27, 30-47, 53-59, 102,

177 ve 180-181 pozisyonlaraini ig¢ine alair.

F. solani pisi’nin kGtinazinda, N ucu amino asidi
G17, X 1sinl yapasinda gorGnurdir. 17 A icindeki amino
asitler, 17-26, 34-75, 77-79, 101, 115, 117-119, 147,
191-197, 199-200 ve 203’4 igine alar. 12 A igindeki
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amino asitler, 17-22, 38, 40, 45-58, 60, 65 ve 70-72

pozisyonlaraini ig¢ine alir.

Bulugun varyantlara, ebeveyn enzime kiyasla isiya
karga artmig dayaniklilaiga sahiptir. Isaiya karsa
dayaniklilik denatirasyon 1sisindan DSC yolu ile
(differential scanning galorimetry -ayirt edici tarama
kalorimetresi); Ornek olarak bir Oornekte; oOrnedin pH
8.5'te, 90 K/saat tarama hizi ile tarif edildidi gibi
tayin edilebilir. Varyantlar, ebeveyn enzimden en az
5°C daha yuksek olan bir denatirasyon (parcalanma)

1s1sina sahiptir.

Yukaridaki alanlardaki ikame islemlerinin toplam
sayas:, tipik bir sgekilde 1-10’'dur; Ornek olarak
yukaridaki alanlarda 1-5 ikame islemidir. Ek olarak,
bulusun kitinaz varyanta isteje bagla: olarak ebeveyn
enzimin didger modifikasyonlarini igine  alabilir;
yukaridaki alanlarin disinda tipik bir sekilde 10 ya da
daha az, oOrnedin; 5 ya da daha az alterasyon (ikame
igslemleri, eksiltmeler veya yerlestirmeler) igerebilir.
Bundan otird, varyantin amino asit dizilimi, tipik bir
bigimde 1-20 arasindadir; oOrnedin ebeveyn kitinaza

kiyasla 1-10 alterasyon arasindadir.
Goziiciniin erigsebildigi ylzey

Maruz blfakllan amino asit bakiyesinde bir ya da
daha fazla ikame islemi yapilabilir; diger bir deyisgle,
¢ozicunin erisebildigi bir ylzeye sahip olan bir amino
asit bakiyesi. Bu, W. Kabsch ve C. Sander tarafindan

Biopolymers, 22 (1983}, s. 2577-2637'de tarif edilen

NZAS-0236778



5 *“dssp” programi (versiyon EKim 1988) ile hesapla-

nabilir.

H. insolens DSM 1800 susunun kutinazinda, asa§1-

daki amino asitler N ucundaki G3’Gn 17 A iginde yer

10 alar ve 0’dan daha buyidk olan: 3-12, 18, 26-33, 36-38,
40-45, 47-56, 59-60, 62-64, 82, 85-86, 104-105, 174,

v 3¥76-179, 181-182, 192 olan ¢dzicinin ulasabildigi bir

yuzeye sahiptir.
15 - Ozel ikame iglemleri

N ucu yakinindaki ikame islemi, oOzel olarak
elektrik yUkiund arttiran; diger bir deyigle, negatif
yiklldh amino asidin nétr ya da pozitif olarak yukld bir

20 amino asit ile ikame edildidi. ya da noétr amino asidin
pozitif ydkla bir ahino asit ile ikame edildigi biri
olabilir. Bundan otari, Humicola insolens DSM 1800
susunun katinazindaki E6, E10, E30, E47, D63, E82 ve/
veya E17§ pozisyonlarina karsilik gelen bir

25 pozisyondaki negatif ‘amino asit bakiyesi, nétr ya da
pozitif bir amino asit ile; o6rnek olarak R, K, Y, H, Q
veya N ile ikame edilebilir. Bazi spesifik ikame
igslemleri, E6Q/N, E10Q/N, E47K/R vya da E179Q/N’ye
karsilik gelenlerdir. Ayna zamanda, H. insolens

30 kidtinazindaki N7, S11, N44 ya da N52'ye karsilik gelen
bir pozisyondaki nétr bir amino asit bakiyesi, pozitif

bir amino asit ile (R, K ya da H) ikame edilebilir.

N ucu vyakinandaki ikame isleminin diger bir
35 ornedi, bir Pro bakiyesi ile ikame islemidir; oOrnek
olarak Humicola insolens DSM 1800 susunun kitinazindaki

Al14P ya da R51P’ye karsilik gelen bir ikame islemidir.

NZAS-0236779
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‘varyantlarin bazi  ornekleridir. Karsilak

Ozel varyantlar

Asa§idakiler, Humicola insolens  kitinga

varyantlar, diJer ebeveyn kitinazlar temel

yapalabilir.

R51P
E6N/QO+ L138I
A14P+E47K

E47K

E179N/Q

E6N/Q+ E47K+ R51P
Al14P+ E47K+ E179N/Q
E47K+ E179N/Q
E47K+ D63N

E6N/Q+ E10N/Q+ Al4P+ E47K+ R51P+ E179N/Q
E6N/Q+ Al4P+ E47K+ RS1P+ E179N/Q

Q1P+ L2V+ S11C+ N15T+ F24Y+ L461+ E47K

Kitinaz varyantinin kullanima

c3Et olarak kisaltilan halkala tri(etilen
tereftalat) gibi poli(etilen tereftalat)’an halkala
oligomerlerinin Jdrnedin enzimatik hidrolizi igin,

bulusun kitinaz varyantia kullanilabilir.

Ozellikle de kitinaz varyantli iplik veya kﬁhasln
muamele edilmesi yolu ile, istede bagli olarak kumasg ya
da ipligin, pH’'s1 yaklasik olarak 7 ila yaklasik olarak
11 aralidindaki bir pH’ya sahip olan sulu bir ¢dzelta
ile galkalanmasi yolu ile polyester igeren kumag ya da
iplikten bu tip halkal:i oligomerleri uzaklastirmak ig¢in

kullanalabilir. Polyesterin muamelesi, uygun bir

NZAS-0236780
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5 bigimde <¢3ET (yaklagik olarak 55°C) camdan gegisg
1s1sinin uzerinde ve polyesterin camdan ge¢is 1isisinin
altinda (yaklagaik olarak 70°C) yuritdldr. Bundan
dolayi, muamele uygun bir bicimde 50-80°C’de; Ornegin
60-75°C’de gercgeklegtirilebilir. Iglem WO 97/27237’deki

10 ile ayn: sekilde gercekiestirilebilir.

N Kitinaz varyanti, polyester igeren kumasglari;
drnek olarak, PET (etilenglikol ve tereftalik asidin
‘ polimeri), P3GT (1,3-propandiol ve tereftalik asidin

15 polimeri) ya da polyester/pamuk karigimini muamele
etmek igin kullanilabilir. Islem polyester kumasglar
ig¢in giyinme ve konforda iyilesme, su geg¢irgenliginde
artis, antistatik davranista azalma, tutum ve yumusak-
lakta iyilesme, redepozisyon ‘d6zelliklerinde ve/veya

20 renk Dberrakligainda degdgisiklik gibi faydalar temin

edebilir.

Kiitinaz varyanti, kitinaz varyantai ile muamele,

bunun ardindan kirisiksiz, kalaci prese itidyle atesge

‘. 25 dayanmiklilak etkilerini iyilestirmek igin, bir
yumusatici, bir kirismaya kargi reg¢ine, bir antistatik
ajan, bir kirlenmeye kargi ajan ya da ajanlar gibi bir
finisaj ajani ile muamele yolu ile, PET igeren iplik ya

da kumasin fonksiyonel finisajini iyilegtirmek uzere

30 kullanilabilir. Katinaz varyanti ile muamele, yuzeydeki
fonksiyonel gruplarainin sayisini arttirabilir ve bu
fonksiyonel finisaji eklemek dzere kullanilabilir.
Finisaj ajanlaranin oOrnekleri, 1998-10-15’te “SENSHOKU
SIAGEKAKO BENRAN”’'da Nihon Seni Sentaa KK tarafindan

35 tarif edilmektedir.
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5 Bulugun kdtinaz varyantai, WO 94/03578 ve WO
94/14964'te tarif edildigi gibi, yagla kirliliklerin
uzaklastirilmasini iyilestirmek uUzere dahil edilebil-
diéi deterjanlarda da faydaladair. Kitinaz varyantinin
gamasir deterjanlarina ilavesi, ¢ok saylda yikama/giyme

10 c¢evrimi sairasinda birikme yapan, giysiden kotd kokuyu

azaltabilir.

Kitinaz varyantl ayni zamanda polikaprolakton
" - (PCL) ,poli-etilenglikol -tereftalat (PET),poliaktik asit,
15 polibutilenstksinat ve poli(hidroksibutirik asit)-ko-
(hidroksivalerik asit) gibi polyesterlerin pargalanmasi
ve yeniden islemden gegirilmesi ig¢in;  ornedin JP-A 5-
344897'de tarif edildigi gibi, ornegin film ve sgiseler

i¢in de kullanilabilir.

20

Kitinaz varyanti, lipazlar ve kitinazlarin bilinen
diger uygulamalara i¢in; Ornedin firancilik sanayiinde
{6rnek olarak WO 94/04035 ve EP 585988'de tarif
edildigi gibi), kagat yapima sanayiinde (6rnek olarak
25 dislerin uzaklagtarilmasi, bakiniz EP 374700) ve deri,
yin ve 1iliskili sanayilerde (érnek olarak hayvan
" "derilerinin, koyun postlarinin veya yinlerinin yagla-
rindan araindirilmasi) Qe yagdan arindirmayi/ yagsizlas-
tixmayir ig¢ine alan dider uygulamalarda da kullanila-
30 bilir. Yag sanayiinde, organik sentezde katalizor
olarak (érnek olarak; esterlegtirme, transesterifi-
kasyon ya da ester hidroliz reaksiyonlari) immobilize

sekilde kullanilabilir.

35
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Polyester boyama

Bulug, polyester kumas veya ipligin boyanmasi icin
bir iglem temin eder. Bu islemde, kumasg ya -da iplik ilk
olarak bir kiatinaz ile muamele edilir; Ornedin 12-48
saat stre ile, 50-70°C ya da 65-70°C’'de, pH 7-10'da
muamele edilir, ardindan bir boya ile ormegin; reaktif
bir boya, disperse bir boya ya da katyonik bir boya ile
boyamir. Reaktif boya, OH ya da COOH gruplara ile
reaksiyona giren bir boya olabilir; dbrnek olarak
Kromofor-NHPh-S0,CH,CH,080,Na yapasina sahip olan bir
boya olabilir. Boyama 40-80°C’de, ornedin 20-60 dakika

siire ile gerceklestirilebilir.

Kitinaz, ebeveyn kitinazinkinden en az 5°C daha
yliksek olan, ornedin 7-10°C daha yiksek olan; ornegin
65°C ya da daha yuksek bir derecede olan bir 1isi ile
pargalanma 1sasina Ta PpPH 8.5°e sahip olan 1siya
dayanikl:i bir kiatinaz olabilir. Olcam DSC yolu ile, bu
spesifikasyonun Ornedinde tarif edildigi gibi yapila-

bilir.
Yiizey Aktif Madde (StGrfaktan)

Kumas ya da ipligin iglenmesinde, enzim ile temasa
jyilestirmek igin geleneksel bir islatica ajan ve/veya
bir dispersan ajan kullanilabilir. Islatica ajan iyonik
olmayan bir surfaktan olabilir; drnedin etoksillenmis
bir yad alkold olabilir. Qok faydala bir islatici ajan
etoksillenmis ve Berol 087 {(Akzo Nobel, isvec’in GrxGni)

gibi propoksillenmis yad asidi esteridir.

NZAS-0236783
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Dispersan ajan, iyonik olmayan, anyonik, katyonik,
amfolitik ya da dengesiz iyonik sitrfaktanlar arasindan
uygun bir sekilde seg¢ilebilir. Daha oOzel olarak,
dispersan ajan karboksimetilseliloz, hidroksipropil-
seltloz, alkil aril salfonatlar, wuzun zincirli alkol -
salfatlar {primer ve sekonder alkil sualfatlar),
suilfonlanmig olefinler, stlfatlanms monogliseritler,
silfatlanmig eterler, stlfostksinatlar, sutulfonlanmis
metil eterler, alkan silfonatlar, fosfat esterleri,
alkil izotiyonatlar, agil-sarkozitler, alkiltauritler,
floro surfaktanlar, yag alkolleri ve alkilfenol
kondensatlari, yag asidi kondenéatlarl. etilen oksidin
bir amin ile kondensatlar:i, etilen oksidin bir amid ile
kondensatlari, sdkroz esterleri, sorbitan esterleri,
alkiloamidler, yag amidi oksitleri, etoksillenmis
monoaminler, etoksillenmis diaminler, alkol etoksilat
ve bunlarin karisimlariy arasindan sec¢ilebilir. Cok
kullanisla bir dispersan ajan Berol 08 (Akzo Nobel,

isvec’in Grind) gibi bir alkol etoksilattar.
Kiitinaz varyantlarainan hazirlanmasi ig¢in yéntemler

Bulusun kutinaz varyantl, ornedin; WO 94/14963 ya
da WO 94/14964°'te (Unilever) tarif edildigi gibi bu
dalda bilinen yontemler ile hazirlanabilir. Asagi-
dakiler kilitinaz desifre eden DNA dizilimlerinin
klonlanmasa: i¢in ydntemleri, ardindan kitinaz desifre
eden dizilim ig¢inde oOzel bdlgelerde mutasyonlara

meydana getirmek igin yontemleri tarxif eder.

—a e g .
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5 Bir kitinazi degifre eden bir DNA diziliminin

klonlanmasza

Ebeveyn kitinazi degifre eden DNA dizilimi,
sorgulanan katinazi meydana getiren herhangi bir
10 mikroorganizmadan ya da hiacreden, bu dalda iyi bilinen
¢esitli ydntemler kullanilarak izole edilebilir. 11k
.olarak, kromozomal DNA ya da tasgiyici RNA kullanilarak,
arastirilacak olan kitinazi meydana getiren organiz-
madan, genomik bir DNA ve/veya cDNA kitapligr inga
15 edilmelidir. Daha sonra, eder kitinazin amino asit
dizilimi biliniyorsa,  isaretlenmis oligonikleotit
problari sentezlenebilir ve sorgulanan organizmadan
hazirlanan genomik kitapllktan kitinaz desifre eden
klonlari: teshis etmek fzere kullanilir. Alternatif-
200 olarak, bilinen diger bir kiatinaz genine homolog olan
dizilimleri igeren isaretli bir oligonikleotit probu,
hibritleme ve dusik si1kiliktaki yikama kosullara
kullanilarak kitinaz desifre eden klonlari teshis etmek
tzere kullanilabilir.
25
Katinazi desifre eden klonlari teshis etmek icgin
yine diger bir ydntem, genomik DNA‘nin parcgalarini
plazmid gibi bir ekspresyon vektord i¢ine vyerles-
tirmeyi, katinaz negatif bakterilerin sonugta meydana
30 gelen genomik DNA kitaplagar ile transformasyona
ugratilmasini ve daha sonra, transformasyona ugratilmis
bakterileri, kitinaz igin bir substratil igeren agar
(jeloz) uzerine ekmeyi igine alacaktir (6rn. maltoz),
bdylelikle kutinazi eksprese eden klonlarin teshis

35 edilmesine izin verecektir.

e Bl miim .- .

¥
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Alternatif olarak, DNA dizilimini degifre eden
enzim, bu dalda yerlesmis olan standart ydntemler ile;
érnek  olarak, S.L. Beaucage ve M.H. Caruthers
tarafindan (1981), Tetrahedron Letters 22, s. 1859-
1869'da tarif edilen fosforoamidit ydontemi ile ya da
Matthes ve arkadaslari tarafindan (1984), EMBO J. 3, s.
801—'805'te tarif edilen yontem ile sentetik. olarak
hazirlanabilir. Fosforoamidit ydnteminde, oiigonﬁkleo-
't:itler -drnedin otomatik bir DNA sentezleyici iginde
sentezlenir, saflastirilair, islenir, badlanixr ve uygun

vektdérler icinde klonlanar.

Son olarak, DNA dizilimi, standart tekniklere
uygun olarak, sentetik, genomik ya da cDNA kdkenli
pargalarin birlestirilmesi yolu ile hazirlanan (uygun
oldudu iGzere, bitin DNA diziliminin ¢egitli kisimlarina
karsilak gelen pargalar) karisik genomik ve sentetik
kdkenli, karisik sentetik ve cDNA kokenli ya da karagik
genomik ve cDNA kd&kenli olabilir. DNA dizilimi ayni
zamanda ©6zel primerler kullanilarak, ornegin ABD
4,683,202 ya da R.K. Saiki ve arkadaglari (1.988),
Science 239, 1988, s. 487-491’de tarif edildidi gibi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR=polymerase chain

reaction) 'yolu ile de hazirlanabilir.
Bbélgeye y6nelik mutajenez

Bir kutinaz degifre eden DNA dizilimi izole
ediidiéi ve istenen mutasyon bdlgeleri teshis edildigi
zaman, mutasyonlar sentetik oligonlkleotitler kullani-
larak sokulabilir. Bu oligonikleotitler, istenen mutas-
yon bodlgelerini yan tarafindan bulund\_.lran nikleotit

dizilimlerini icerir. Ozel bir ydéntemde, DNA'min tek
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iplikli bosludu, kitinaz degifre eden dizilim, katinaz
genini tasiyan bir vektdr iginde meydana getirilir.
Daha sonra, istenen mutasyonu tasiyan sentetik
nikleotit, tek iplikli DNA’'nin homolog kismina islénir.
Kalan bosluk daha sonra DNA polimeraz I (Klenow
pargasi) ile doldurulur ve yapa, T4 ligaz kullanilarak
baglanir. Bu ydntemin 60zel bir oOrnedi, Morigana ve
arkadaglara tarafindan (1984), Biotechnology 2, s. 646-
639‘da tarif edilmektedir. ABD 4,760,025, kasetin klgik
alterasyonlarini gergeklestirme yolu ile, ¢oklu mutas-
yonlary desifre eden oligonikleotitlerin sokulmasina
agiklamaktadir. Ancak, daha ¢ok ¢esit wmutasyon bile
Morinaga yOntemi yolu 1ile herhangi bixr zamanda
sokulabilir, ¢anka ¢ok sayida, c¢esitli uzunluklarda

oligonikleotitler sokulabilir.

-Mutasyonlarin kdtinaz desifre eden DNA dizilimleri.
igine sokulmasyl ig¢in didger bir ydntem, Nelson ve Long
(1989), Analytical Biochemistry 180, s. 147-151’de
tarif edilir. PCR reaksiyonlarinda primerlerden biri
olarak, kimyasal olarak sentezlenen DNA ipliginin
kullanilmas: yolu ile sokulan istenen mutasyonu igeren
bir PCR parcasinin 3 asamali meydana getirilmesini
igcine alaixr. PCR 1ile meydana getirilen parg¢adan,
mutasyonu tagiyan bir DNA pargassa, kisitlayica
endontikleazlaxr ile bdélinme yolu ile izole edilebilir ve
bir ekspresyon plazmidi igine yeniden ' yerlesgti-

rilebilir.
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Kiitinaz varyantlarinin ekspresyonu

Bulusa uygun olarak, yukarida tarif edilen
ydntemler yolu ile ya da bu dalda bilinen herhangi bir
alternatif yoéntem yolu ile meydana getirilen varyanti
degifre eden bir DNA dizilimi, tipik bir bi¢imde bir

promotori, operatori, ribozom badlama bblgesini,

.translasyon baglatma sinyalini ve istede bagla olarak

represdr bir geni ya da cesitli aktivatdor genleri

- degifre eden dizilimleri kontrol eden bir ekspresyon

vektorta kullanilarak enzim geklinde, eksprese

edilebilir.
Ekspresyon vektori

Bulusun bir kiitinaz varyantini degifre eden DNA
dizilimini tasiyan rekombinan ekspresyon vektdra, uygun
bir Dbicimde rekombinan DNA prosedirlerine tabi
tutulabilen herhangi bir vektdr olabilir ve vektdr

se¢imi siklaikla sokulacaga konak hicreye bagla

_ olacaktir. Vektdr, bir konak hicre igine sokuldugu

zaman, konak hiicre . genomuna entegre olan ve
batanlestigi kromozom(lar) ile birlikte kopyalanan bir
vektor olabilir. Uygun ekspresyon vektorlerinin

ornekleri, pMT838’i igine alar.

Promotdrxr

Vektdr icinde DNA dizilimi, isler bir bigimde,
uygun bir promotdér dizilimine baglanmalidir. Promotdr,
segilen konak hicrede transkripsiyonel aktivite

gdosteren ve konak hicreye godre gerek homolog gerekse

Ll
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heterolog proteirnileri desifre eden genlerden tilirevlienen

herhangi bir DNA dizilimi olabilir.

Bulugun bir kGtinaz varyantini: degsifre eden DNA
diziliminin transkripsiyonunun yoénlendirilmesi i¢ih
uygun olan promotdr oOrnekleri, oOzellikle de bakteriyel
bir konak ig¢inde, E. coli’nin lac operonunun promotdra,
Streptomyces coélicolor agaraz deni dagA promotdrleri,
Bacillus licheniformis a-amilaz geni ({amyL) promotdr-

leri, Bacillus stearothermophilus maltojenik amilaz

geni (amyM) promotdrleri, Bacillus amyloliquefaciens a-
amilaz geni (amyQ) promotdrleri, Bacillus subtilis xylA
ve xylB genlerinin promotdrleri, vb. dir. Fungal bir
konak i¢inde transkripsiyon i¢in kullanisli olan
promotor Ornekleri, A. oryzae TAKA amilazi desifre eden
genden turevlenenler, S. cerevisiae’den TPI (trioz
fosfat 1izomeraz) prombtérﬁ (Alber ve arkadaslara,
(1982), J. Mol. Appl. Genet 1, s. 419-434), Rhizomucor

miehei aspartik proteinaz, A. niger ndtral a-amilaz, A.

niger aside dayanikli oa-amilaz, A. niger glukoamilaz,
Rhizomucor miehei lipaz, A. oryzae alkalin proteaz, A.
oryzae trioz fosfat izomeraz ya da A. nidulans

asetamidazdirx.
Ekspresyon vektéri

Bulusun ekspresyon vektdrd, ayni zamanda uygun bir
transkripsiyon terminatdrint ve 6karyot1arda, bulusgun
a-amilaz varyantini: desifre eden DNA dizilimine isler
bicimde baglay olan poliadenilleme dizilimlerini de

kapsayabilir. Terminasyon ve poliadenilleme dizilim-
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leri, uygun bir gekilde promotdr olarak aynir kaynak-

lardan tGrevlenebilir.’

Vektdr ayrica, vektdrin sorgulanan konak hicresi
iginde Kopyalanabilmesini  mamkin kilan bir DNA
dizilimini kapsayaﬁilir. Bu tip dizilimlerin Grnekleri,
PUC15, pACYC117, 'pUBL10, PpE194, pAMB1 ve pIJ702

plazmidlerinin replikasyon kékenleridir.

Vektdr ayn: zamanda, seg¢ilebilir bir_.markérﬁ de
kapsar; ornedgin  OrinGd B. subtilis vya da B.
lichenifomis'ten dal genleri gibi konak hiicresindeki
bir eksigi tamamlayan gen ya da ampisilin, kanamisin,
kloramfenikol ya ‘ da tetrasiklin direnci gibi
antibiyotik direnci kazandiran birini kapsar. Dahasa;
vektdr higromisin direﬁcini arttairan bir markdr olan
amdS, argB, niaD ve sC gibi Aspergillus seleksiyon
markdrlerini kapsayabilir ya da segim biriikte
transformasyon yolu ile &rnedin; WO 91/17243'te tarif

edildigi gibi tamamlanabilir.

Kitinaz varyantini, promotory, terminatdérd  ve
dijer elemanlari sirasi ile desifre eden bulusun DNA
yapisini badlamak i¢in ve bunlara replikasyon igin
gerekli olan bilgileri igeren uygun vektdrlerin ic¢ine
yerlestirmek icin kullanilan prosedirler, bu dalda
uzmanlasmis kimseler tarafindan iyi bilinmektedir
{6rnedin; Sambrook ve arkadaslari, Molecular Cloning:
Bir Laboratuar Kilavuzu, 2. Baski, Cold Spring Harbor,
1989) . '

NZAS-0236790



10

15

20

25

30

35

20

Konak Hicreler

Gerek DNA yapisini gerekse yukarida tarif edildi§i
gibi bulugun ekspresyon vektdrini kapsayan bulusun
htcresi, avantajla bir' bi¢imde bulugun katinaz
varyantinin rekombinan tretiminde, konak hiicre olarak
avantajlr bir bigimde kullanilir. Hlcre, varyanta

desifre eden bulugun DNA yapisi ile, konak kromozom

iginde DNA yapisinmin (bir ya da daha fazla kopya

halinde) entegre edilmesi ile wuygun bir sekilde
transformasyona ugrayabilir. Bu entegrasyon, DNA
dizilimi hiicre i¢inde daha stabil olarak sardaruldikce,
genellikle bir avantaj olarak  _kabul edilir. DNA
yapilarinin konak kromozom. igine entegrasyonu, gele-
neksel ‘ydntemlere gdre; &rnedin, homolog ya da
heterolog rekombinasyon yolu ile yapilabilir.
Alternatif olarak, hiicre yukarida tarif edildigi gibi,
farkli tipte konak hiicreleri ile baglantila olarak

yukaraida tarif edildidi gibi transforme edilebilir.

Bulusun hicresi, bir memeli ya da bir bdécek gibi
yiksek bir organizmanin bir hicresi olabilir, ancak
tercihen mikrobiyal bir hicredir; ornedin bakteriyel ya

da fungal (maya dahil olmak Uzere) bir htcredir.

Uygun bakteri  ornekleri, - Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus
brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus

alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus circulans, Bacillus lautus,
Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, veya
Streptomyces lividans ya da Streptomyces murinus gibi

Gram pozitif bakteriler ya da E. coli gibi gram negatif
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bakterilerdir. Bakterilerin transformasyonu, &rnegin
protoplast transformasyonu yolu ile ya da bu dalda
dodal olarak bilinen sekilde uzman hicreler kullani-

larak gergeklegtirilebilir.

Maya organizmasa, lehte olacak . sekilde
Saccharomyces ya da Schizosaccharomyces turlerinden;

drnedin Saccharomyces cerevisiae'den seg¢ilebilir.

Konak hicre, kamgili bir mantar da ornedin;
Aspergillus tirine ait olan bir sus, en ¢ok texcih
edildigi uzere Aspergillus oryzae ya da Aspergillus
niger, ya da Fusarium oxysporium,  Fusarium graminearum
(mikemmel halde Gribberella zeae olarak adlandarilar,
daha o&nceleri Sphaeria 2zeae olarak adlandiriliyordu,
Gibberella roseum ve Gibberella roseum f. sp. Cerealis
ile es anlamli) ya da Fusarium sulphureum (mikemmel
halde  Gibberella puricaris olarak adlandirilar,
Fusarium trichothecioides, Fusarium bactridioides,
Fusarium sambucium, Fusarium roseum ve Fusarium roseum
var. graminearum ile es anlamli), Fusarium cerealis
(Fusarium crokkwellnse ile es anlamli) ya da Fusarium

venenatum gibi Fusarium’un bir susu olabilir.

Tercih edilen bir dhzenlemede, konak hicre proteaz

eksiklidi olan ya da proteaz eksi bir sustur.

Bu 6rnedin, “alp” isimli proteaz geni eksiltilmis
alkalin proteaza sahip olan, Aspergillus oryzae JaL 125
proteaz eksik sus olabilir. Bu sug WO 97/35956’'da (Novo

Noxrdisk) tarif edilmektedir.
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Kamgila mantar‘hﬁcreleri, protoplast olugumunu ve

protoplastlarin transformasyonunu ig¢ine alan, takiben

hiicre duvarinain bu dalda dogal olarak bilinen bir.

sekilde rejenere edildigi bir islem yolu ile transforme

edilebilir.

kullanama,

Konak mikroorganizma olarak Aspergillus’un

igerigi buraya referans olarak dahil -edilen

EP 238 023'te (Novo Nordisk A/S) tarif edilir.

Transformantain

kiltive

varyantinin meydana getirilmesi

edilmesi ile, kiitinaz

Bulus, digjerleri arasinda, bulusun kitinaz varyan-

tini meydana getirme ydntemi ile ilgili olup, bu ydntem

varyantin Uretilmesine yardaimci olan kosullar altinda,

konak  hicrenin kiltive

ve/veya

kapsar.

edilmesini

ve hiucrelerden

kialtir - vasatindan varyantin kazanilmasini

Hicreleri kiiltive etmek icin

aragtirilan konak hicreyi uretmek

katinaz

uygun ol

Uygun vasatlar,

varyantainin ekspresyonunun

kullanilan vasat,
ig¢in ve bulusun

elde edilmesine

an herhangi bir geleneksel vasat olabilir.

yayimlanmis yontemlere

olarak;

Amerikan Tipi

ticari kaynaklardan temin edilir ya da

goére hazirlanabilir  (drnek

Kilttr Kolleksiyonu katalog-

larainda tarif edildigi gibi).

Konak hiicrelerden salgilanan kiitinaz varyanti, iyi

bilinen prosedirler yolu ile, hicrelerin santrifije

edilerek ya da filtre edilerek vasattan ayrilmasi ve

amonyum
proteinli

degigimi

silfat gibi bir tuz araciligar ile vasatin

bilegenlerinin

kromatografisi,

¢Oktirilme

affinite

si, takiben iyon

kromatografisi ve
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benzerleri gibi kromatografik prosedarlerin kullamal-
mas1 da dahil olmak fzere, uygun bir sgekilde kultidr

vasataindan geri kazanalabilir.
Bitkilerde varyantin eksprese edilmesi
Mevcut bulug ayni zamanda, bu enzimi geri

kazanilabilir wmiktarlarda eksprese etmek ve meydana

getirmek Uzere, bulusun varyantini desifre eden DNA

dizilimi ile transforme edilen transjenik bir bitki,.

bitki pargasi ya da bitki hicresi ile de ilgilidir.
Enzim bitkiden ya da bitki pargasindan geri kazani-
labilir. Alternatif olarak, rekombinan enzimi igeren

bitki veya bitki parcgasi bu gekilde kullanilabilir.

Transjenik bitki dikotiledon ya da monokotiledon;
kisaca dikot ya da monckot olabilir. Monokot bitkilerin
ornekleri, ¢imen (gayir otu; Poa) gibi otlar, Agrostis
gibi 1laman bdélge tahillari, delice, yumak otu gibi
hayvan yemleri ve tahillardir; ornedin bugday, yulaf,

¢avdar, arpa, piring, dari ve misirdar.

Dikot bitkilerin ornekleri tiatdan, aca bakla gibi
baklagiller, patates, seker pancari, nohut, fasulye ve
séya fasulyesi ve karnabahar gibi turpgiller
(Brassicaceae familyasi), kolza yag tohumu ve yakindan

iligkili model organizma Arabidopsis thaliana’dir.

Bitki pargalarinin ornekleri, govde, kallus,
yapraklar, kok, meyveler, tohumlar ve tuberlerdir
{=yumrular) . Bu baglamda, kioropl ast, apoplast,

mitokondri, vakiol, peroksizomlar ve sitoplazma gibi

spesifik bitki dokulari da bitki pargasi olarak kabul

NZAS-0236794
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edilir. Dahasi, hangi doku kdkeninden olursa olsun,
herhangi bir bitki hiicresi, bitkinin bir pargasi olarak

kabul edilir.

Bulusun bakis a¢isi ig¢ine dahil edilenler, bu tip

‘bitkilerin, bitki pargalarinin ve bitki hicrelerinin

soylaradar.

Bulugun varyantin: eksprese eden transjenik bitki

ya da bitki hicresi, bu dalda bilinen ydntemlere uygun

olarak insa edilebilir. Kisacasi, bitki wveya bitki

hiicresi, bulusun enzimini desifre eden bir ya da daha
fazla ekspresyon yapisinin bitki konak genomu igine
dahil edilmesi ve “‘sonu¢ta meydana gelen modifiye
edilmis bitki ya da bitki hicresinin transjenik bir
bitki veya bitki hlicresi ig¢ine g¢odaltilmasi yolu ile

insa edilir.

Uygun sekilde, ekspresyon yapisa bitki ya da
secilen bitki pargasindaki genin ekspresyonu igin
gereken uygun dizenleyici dizilimler ile igler bigimde
iligkili olarak, bulusun enzimini desifre eden bir geni
kapsayan bir DNA yapisidir. Ayrica ekspresyon yapisi,
ekspresyon vyapisinin entegre edildigi konak hicre-
lerinin ve arastarilan bitkiye yapinin sokulmasi igin
gereken DNA dizilimlerinin teghisi igin segilebilir bir
markéri kapsayabilir (sonuncusu kullanilan DNA sokulma

yontemine bagladir).

Promotdr ve terminatdr dizilimleri gibi dizen-
leyici dizilimlerinin ve istede bagli olarak, sinyal
veya transit dizilimlerinin segimi ornedin; istenen

enzimin ne zaman, nerede ve nasil eksprese edilmesi
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temel alanarak tayin edilir. Ornek olarak; bulusun
enzimini degifre eden genin ekspresyonu yapici ya da
indikleyici olabilir ya da gelistirici olabilir, asama
ya da dokuya Ozel olabilir ve gen tranid, 6zel olarak
tohumlar veya yapraklar gibiAbif bitki pargasini ya da
dokuyu hedef alabilir. Dizenleyici dizilimler, Ornedin
Tague ve arkadaslara taraflndah Plant, Phys., 86, 506,
1988’de tarif edilmektedir.

Yapici ekspresyon igin 35S-CaMV promotéri kullana-
labilir (Franck ve arkadaglari, 1980, Cell 21: 285-
294) .Organa 6zel promotdrler, Ornedin tohumlar, patates
yumrulari ve meyveler gibi saklama depo dokularindan
bir‘promotér olabilir (Bdwards & Coruzzi, 1990, Annu.
Rev. Genet. 24: 275-303) ya da meristemler gibi
metabolik depo dokularindan (Ito ve arkadaslari, 1994,
Plant Mol. Biol. 24: 863-878) bir promotdr olabilir,
piringten glutelin, prolamin, globulin veya albimin
promotdri gibi  tohuma 6zel bir promotdr (Wu ve
arkadasglara, Plant and Ceil Physiology Vol. 39, No. 8,
s. B885-889 (1998)),. legimin B4'ten bir Vicia faba
promotdrua ve Conrad U. ve arkadaglari tarafindan
Journal of Plant Physiology Vol. 152, No. 6, s. 708-711
(1998)'de tarif edilen Vicia faba’dan bilinmeyen tohum
proteini geﬁi, tohum vyadi: gdvde proteininden bir
promotor (Chen ve arkadaslarl, Plant - and cell
physiology vol 39, No. 9, s. 935-941 (1998), Brassica
napus’tan saklama proteini napA promotérﬁ- ya da bu

dalda bilinen herhangi bir dider 6zel promotor

olabilir; Ornek olarak WO 91/14772'de tarif edildigi’

gibi olabilir. Ayrica, promotdr piring ya da domatesten
rbcs promotdri gibi yapraga 6zel bir promotdr olabilir

{Kyozuka ve arkadaslari, Plant Physiology Vol. 102, No.

NZAS-0236796



10

15

20

25

30

35

20

3 s. 991-1000 (1993), klorella wvirtst adenin
metiltransferaz geni promotérﬁ olabilir (Mitra, A. ve
Higgins, DW, Plant Molecular Biology Vol. 26, No. 1 s.
85-93 (1994), ya da piringten aldP gen promotord
olabilir (Kagaya ve érkadaslarl, Molecular and General
Genetics Vol. 248, No. 6, s. 668-674 (1995), ya da
patates pin2 promotdort gibi yara ile indiklenebilir bir
promotdér olabilir (Xu ve arkadaglari, Plant Molecular

Biology Vol. 22, No. 4, s. 573-588 (1993).

Promotdr arttirici bir eleman, bitkideki enzimin
daha ytksek ekspresyonuna ulasmak (izere kullanilabilir.

Ornedin,. promotdr arttirici eleman, enzimi desifre eden

nikleotit dizilimi ve promotdr arasina Yyerlegtirilen

bir intron olabilir. Ornek olarak, Xu ve arkadaslari -
yukarida yer verilen literatir- ekspresyonu arttirmak
dzere, piring aktin 1 geninin birinci intronunun

kullanimini ag¢iklamaktadar.

Segilebilir markdér geni ve ekspresyon yapisinan
diger parc¢alari, bu dalda mevcut bulunanlar arasindan

segilebilir.

DNA yapisi, Agrobecterium aracili transformasyon,
virls aracila transformasyon, mikro enjeksiyon,
pargacik bombardimani, biyolistik transformasyon ve
elektroporasyon da dahil olmak GQzere (Gasser ve
arkadaslari, Science, 244, 1293; Potrykus, Bio/Techn.
8, 535,‘1990; Shimamoto ve arkadaslari, Nature, 338,
274, 1989), bu dalda bilinen geleneksel tekniklere gore

bitki genomu ig¢ine dahil edilir.
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Ganumizde, Agrobacterium tumefaciens aracili gen
transferi, transjenik dikotillexrin meydana getirilmesi
igin se¢ilen yontemdir (genel degerlendirme igin
Hooykas & Schilperoort, 1992 Plant Mol. Biol. 19: 15-
38}, ancak bu bitkiler icin genellikle bagka
transformasyon yodntemlerinin tercih edilmesine radmen,
monokotilleri transforme etmek igin de kullanilabilir.
Gintimizde, transjenik monokotillerin meydana getiril-
mesi ig¢in seg¢ilen yodntem, embriyonik -kalluslar ya da
geligsen embriyolarin partikdl bombardimanidir (trans-
forme eden DNA ile kapli mikroskobik altin veya
tungsten pargaciklari) (Christou, 1992. Plant J. 2:
275-281; Shimamoto, 1994. Curr. Opin. Biotechnol. 5:
158-162; Vasil ve arkadaslari, 1992. Bio/Technology 10:
667-674) . Monokotillerin transformasyonu = ig¢in
alternatif bir yontem, Omirulleh S. wve arkadaglar:
tarafindan, Plant Molecular Biology Vol. 21, No. 3, s.
415-428'de  (1993) tarif edildigi gibi protoplast

transformasyonunu temel alir.

Transformasyonun ardlndén, ekspresyon yapilarinin
dahil edilmig olduu transforme ediciler (trans-
formantlar) segilir ve bu dalda iyi bilinen ydntemlere

gére biitin bitkiler igine rejenere edilir.
MATERYAL VE YONTEM
Plazmidler

PJS0026
Bu plazmid, WO 97/07205'te ve J.S. Okkels (1996)
"Bir pYES wvektorinde bir “A URA3-promotdrinin eksil-

tilmesi, Saccharomyces cerevisiae’deki fungal 1lipazin
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ekpresyon dizeyini arttirmaktadar. Rekombinan DNA
Biyoteknolojisi III: Biyolbjik ve Mihendislik Bilim-
lerinin Entegrasyonu, Annals of New York Academy of
Sciences Vol. 782'de tarif edilen S. cerevisiae

ekspresyon plazmididir.

PFuku83
Bu bir mayadir ve pJsSO026’dan inga edilen bir TPI
promotdrinin kontroldh altinda H. insolens kuatinazin

ekspresyonu i¢in E. coli mekik vektorudir.
Substrat

BETEB

Tereftalik asit bis(2-hidroksietil)ester
dibenzoat, burada BETEB (benzoil-etilen-tereftalik-
etelen-~-benzoat) olarak kisaltailmistir. Tereftalik asit
bis (2-hidroksietil) ester ve benzoik asitten hazir-

landa.
Lipaz aktivitesi (LU)

Lipaz i¢in bir substrat, emilsifiyan olarak Arap
zamk1l kullanilarak tributirinin (gliserin tributirat)
emilsifiye edilmesi yolu ile hazirlanir. Tributirinin
30°C'de pH 7’'de hidrolizini, dengeli pH’da titrasyon
deneyi takip eder. Bir dnite lipaz aktivitesi (1 LuU),
standart kosﬁllarda 1 pwmol butirik asit/dakika serbest-

leyebilen enzim miktarina egittir.

NZAS-0236799
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s Ayairt edici tarama kalorimetresi {psc)

Numune ve referans ¢ozeltileri, kalorimetreye
numunelerin yiklenmesinden hemen once, dikkatli bir
bicimde gazlarindan araindirilair (referans: enzimsiz

10 tampon). Numune ve referans ¢ozeltileri {yaklasak

olarak 0.5 ml), 5°C’de, 20 dakika sGre ile termal

' olarak onceden ekilibre edilir. DSC taramasi, yaklagik

olarak 90K/saat tarama hizinda, 5°C ila 95°C’de

. yapilir. Denatirasyon 1isilari, -yaklagik olarak +/- 1°C
15 dogrulukta tayin edilir. MicroCal Inc.’dan VP-DSC

deneyler igin uygundur.
Yéntemler

20 PCR Kosgullari

1. asama: 94°C, 120 saniye

2. asama: 94°C, 60 saniye

3. asama: 50°C, 60 saniye

4. asama: 72°C, 150 saniye

. 25 2. asamaya geri fon, 35 gevrim

5. asama: 72°C, 480 saniye

6. asama: 4°C, sirekli
ORNEKLER

30

Ornek 1: Kiitinaz varyantlarainin hazirlanmasi

H. insolens kutinazi degifre eden bir DNA
dizilimi, ABD 5.827.719’'da (Novo Nordisk) tarif
35 edildigi gibi elde edildi ve buradaki SEQ ID No: 1’de

gdsterilen DNA dizilimine sahip olduklari bulundu.

—_—

NZAS-0236800
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5 Varyantlar, lokalize tesadifi mutajenez ve BETEB
1 ' plaklara tzerinde 1 gin stre ile, 60°C’de inkubasyon
ile pozitif klonlaran seg¢ilmesi yolu ile hazirlandi.
BETEB plaklari, 200 ml/l 500 mwM glisin tamponu (pH
8.5), 1.25 g/1 BETEB (sicak e_tanol iginde ¢6zUndirildad)
10 ve 20 g/l agar igeriyordu.

, Ug pozitif varyant izole edildi ve bunlarin amino
asit dizilimi tayin edildi. Ebeveyn H. insolens
.~ kitinaza kiyasla, asadidaki modifikasyonlara sahip

15 olduklara bulundu.

Al4P + E47K

E47K
E179Q
20
Ornek 2: BSlgeye yomnelik mutasyon
E6Q + E47K+ RS51P ikame islemlerine sahip olan H.
insolens kitinazain bir varyanti, asagidaki sekilde
. 25 hazirlanda: '

Bir ¢ift PCR primeri, amino asit ikame iglemlerini
yapacak sekilde, ortaya ¢ikan vakindaki enzim
bdlgelerinin agagidaki sgekilde (yildiz isareti yapilan

30 mutasyonu gdésterir) kullanimini sadlayarak tasarlandi:

Ust primer: E6Q F

cgg cag ctg gga gcc atc c*ag aac

Pvu 11
Alt primer: E47K, RS51P
35 cgc cct gga tcc aga tgt tcg* gga tgt ggg act t*aa
ggc

NZAS-0236801
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BamH 1

PCR, yukarida tarif edilen PCR kosgullari altainda
sablon olarak pFukuNL83. ve bu primerler kullanilarak
yuratalda.

Elde edilen PCR pargasi Clontech Spincolumn ile
saflastarildlr ve Pvu II ve BamH I ile dijeste edildi

(enzimle kesildi)Q

Sonugta meydana gelen parga jel ile saflastairild:a
ve ayni kisitlayici enzim bdlgeleri ile dijeste edilmis

olan pFukuNL83’e baglandi.

Ornek 3: Kiitinaz varyantlarinin isiya karsa

dayan1k1111§1

Varyantlar

Isiya karsi dayaniklilik (termo stabilite), H.
insolens kitinaz ve bunun asagidaki varyantlara igin,

agagarda tarif edildigi gibi test edildi:

Al4P+ E47K

E47K

E179Q

E6Q+ E47K+ RS1P

Al14P+ E47K+ E179Q

E6Q+ Al4P+ E47K+ R51P+ E179Q

E6Q+ E10Q+ Al4P+ E47K+ RS1P+ E179Q

NZAS-0236802
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5 Ayirt edici Tarama Kalorimetresi (DSC)

Kitinaz varyantlarainin 1siya karsi dayanmiklai-
liklari, pH 4.5'te (50 mM asetat tamponu) ve pH 8.5'te
(50 mM glisil -glisin tamponu) DSC yolu ile arasta-
10 rildi. Isi ile denatirasyon isisi, Ta, sabit program-
lanmis 1sitma hizinda enzim ¢o6zeltilerinin isatilma-
sindan sonra elde edilen termogram olarak (T karsi Cp),
denatirasyon pikinin (major endotermik pik) en dst
. noktasi1 olarak alanda.
15 |
Ebeveyn kiatinazin, pH 8.5'te 63°C’1lik Tgq sahip
0ldugu bulundu. Yukaradaki varyantlarain altisainin, 70-
73°C’1ik T4 sahip olduklari; diger bir deyisle, 7-10°
diazelme oldudu bulundu.
20
Ebeveyn kitinazain pH 4.5'te 61°C’1lik T4 sahip
oldugu bulundu. Yukaridaki varyantlarin beginin, 64-
66°C’1lik Tg sahip olduklari; diger bir deyisle, 3-5°

diazelme oldudu bulundu.

BETEB hidrolizi

H. insolens kutinaz ve yukarldaki:Qaryantlérinlﬁ

1siya karsi dayanikliliada, yukseltilmis isilarda, BETEB

30 hidrolizi yolu ile &l¢iildad. Her bir kuatinaz igin,
asagidaki karisim, 55-70°C araligandaki cesitli

isilarda, 17 saat sire ile inkube edildi:
0.1 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5)

35 0.1 ml etanol icinde ¢ozindaGrulmis % 0.5 BETEB
0.1 wl enzim ¢dzeltisi (yaklasik 25 LU/ml

NZAS-0236803
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0.7 ml Milli Q su

Hidrolizin derecesi, inkiibasyondan sonra olg¢ildu.

Sonucglar, agadidaki tabloda gdsterilmektedir.

Varyant Varyant- Ebeveyn
27 LU/ml 25 LU/ml 24 LU/ml
v 55°C %98 % 99 % 72
60°C % 91 % 83 % 33
65°C % 66 % 13 %7
Bu sonug¢lar, varyantlarin aisiya karsi dayanik-
l1i1laginin ebeveyn kitinaza kiyasla arttigim acgikga

gostermektedir.

BETEB hidrolizi

H. insolens kiitinaz ve yukaridaki varyantlar:in

iichnin 1siya karsi dayaniklailiga, 2 saat sure ile,
60°C'de BETEB hidrolizi yolu ile 6lg¢uldid. Hidroliz,
isinin 60°C’ye sabitlenmesi ve kitinaz dozunun

degistirilmesi dasinda yukaridaki kosullarda yGratdlda.

Sonug¢lar asagidaki tabloda gésterilmektedir.

LU/ml Varyant Varyant Varyant Ebeveyn
0 - %0 %0 %0 %0

10 %97 %99 %9 %6

20 %98 %99 %74

50 % 98 %94 %93 %15
100 % 88 % 69 % 92 % 34
300 %41
600 % 63
1200 % 82

NZAS-0236804
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Bu sonuglar, 60°C"de hidrolizin, varyantlarla
ebeveyn kiitinazdan ¢ok daha hizli oldudunu gdstermek-

tedir.
Ornek 4: c3ET Hidrolizi

H. insolens kiitinaz ve yukaridaki varyantlarain

beginin 1siya karsi dayaniklilaga, ylkseltilmis asa-

' larda, c3ET’nin hidrolizinde 6lg¢idldli. Her bir kitinaz

icin, asadidaki karisaim, c¢egitli 1isilarda 2 saat sire

ile inkibe edildi.

0.115 mg c3ET (0.1 ml HFIP i¢inde ¢&zindirdlmis 2
mM c3ET, reaksiyon kabaina alindi. Cézici basing altainda
uzaklastirilda, daha sonra gece boyunca 70°C’de kuru-

tulduf)

0.1 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5)
0.1 ml enzim ¢dzeltisi (yaklasik 600 LU/ml)
0.8 ml Milli Q su

Inkibasyondan sonra, 2 ml 1,1,1,3,3,3-Hekzafloro-
2- propanol (HFIP), her bir reaksiyon karigimina ilave
edildi, daha sonra hidroliz oranix HPLC vyolu ile
0lciildi. Sekil 3'te gbsterilen sonuglar, varyantlarain,
ebeveyn kitinaza kiyasla 1siya karsi artmig

dayanikliliga sahip oldugunu agikca gostermektedir.
Ornek 5: Iplik i{izerinde c3ET Hidrolizi

H. insolens kitinaz ve yukaridaki varyantlaran

besginin isiya kargi dayanikliliga, yan arun olarak c3ET

iceren polyester iplik kullanilarak test edildi.

NZAS-0236805
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Asajidaki substrat karigsimi, 60°C ya da 65°C’de Onceden
inkiibe edildi:

0.1 g ﬁolyester iplik
0.2 ml 0.5 M glisil- glisin tamponu (pH 8.5)
1.7 ml Milli Q su

On inkiibasyondan .sonra, 0.1 ml enzim ¢o6zeltisi
kyaklaslk olarak 1000 LU/ml), her bir reaksiyon kabina
ilave edildi ve 17 saat stre ile inkidbe edildi. Daha
sonra 2 ml HFIP ilave edildi ve 30 dakika sire ile
ekstre olmaya ve polyester ipligin ylzeyinde bulunan
c3ET hidrolize: etmeye birakildi; daha sonra hidroliz

orani ©6lcildi: Sonuglar $ekil 4’te gosterilmektedir.

Varyantlarln,’ polyester iplik f1zerinde <3ET’'nin
hidrolize edilmesi igin ebeveyn kutinazdan daha etkin
oldugu goérulmektedir. Bir varyant, 65°C’de 60°C’dekin-

den daha yuksek hidroliz orani vermektedir.
Ornek 6: Ipligin kiitinaz varyanti ile muamelesi

Farkla i1si1larda veya  dozajlarda, polyester
ipligin c3ET hidrolizinin sﬁ;eleri incelendi. Farkla
1s1lardaki stire, Sekil 5’'te gdsterilmektedir. Optimum
1s1min 65°C’'de olduju gorilmektedir. 70°C'de, aktivi-
tenin hala yaklasik yaris: kalmistir. Artmig enzim
dozaji ile sure, Sekil 6’da gbdsterilmektedir. 275 ve
550 LU/ml’deki edriler aymi gibi gobérinmekte olup, bu
hidroliz orananan 100 ila 275 LU/ml dozaj arasinda bir
dizeye ulastiini gostermektedir. 200 LU/ml’nin yeterli

oldugu varsayilmaktadar.

NZAS-0236806



5 Ornek 7: Polyesterin reaktif boya ile boyanmasa

Asagidaki polyester kumaslar muamele edildi:
Dokuma kumasg; yaklasik 2 x 2 cm, 34 mg
Triko -6rgih- kumag; yaklasik 1.5 x 1.5 cm, S50 mg
10
Her bir umag pargasi, 0.9 ml S50 mM GlyGly
(glisil- glisin) tamponu (pH 8.5) ve H. insolens
Ritinaz (1100 LU/ml) varyantinin 0.1 ml ¢dzeltisi icine
. batirildl ve 65°C ya da 70°C'de inkibe edildi. Bir gin
15 @sonra, 0.1 ml diJer bir enzim ¢ozeltisi ilave edildi,
inklbasyona iki gin daha devam edildi, kumaglar disara
cikarildr ve su i¢inde ¢galkalandi. Ebeveyn kitinaz ile
- bir mukayese deneyi y§p11d1 ve enzimsiz olacak sekilde,

ayni yolla bir bos deneme yapild:i.

20
Kumaslar, 3 litre deiyonize su ig¢inde, 60°C’de 30
dakika surxe ile, 9 g 120 g Na;SO; ve 60 g Na,CO;
karisimi ig¢inde karaistirildi ve daha sonra, akan 1lik
su ile ¢alkalandz . Reaktif boya Kromofor-NHPh-
. 25 SO,CH,CH,0S0;Na yapisina sahip olan Celmazol Brilliant

Blue B -Celmazol Parlak Mavi B- (Mitsui Chemical Co.,

Japonya’nin Orundddr) idi.

pdrt deneyin. hepsinde (dokuma ve triko, 65° ve

30 70°C) kumaslar homojen bir big¢imde boyandilar.

Ornek 8: Triko kumagtan polyester pargalarinin

¢6zinir hale getirilmesi

35 Triko polyester kumastan (PET, etilenglikol ve

tereftalik asidin bir polimeri}) 1 x 1 ocm’lik bir

NZAS-0236807
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s numune, 1 saat sure ile, 1 ml tampon i¢inde, pH 10°’da,

60°C’'de 0.01 mg H. insolens kitinaz varyanti ile inkibe
edildi. Reaksiyon karlsuﬁl ayrildl ve tereftalik asidin
serbestlenmesi, 250 nm‘de 0D Olghilmesi (OD,so/mg PET
olarak ifade edilir) yolu ile bulundu.. Enzimsiz olarak

10 ya da ebeveyn kutinaz ile mukayese testleri yapild:x.

Sonuglar:
'
Enzim OD3sp
® ) Bulug Kiitinaz varyant 4.5
Referans Ebeveyn kiitinaz 0.3
Yok - 01

Sonuglar, varyantin polyesteri ¢dzundirmede etkili

15 oldugunu gostermektedir.

Diger bir deneyde, kitinaz varyantai 2 saat sire
ile, 65°C’de, iyonik olmayan bir sdrfaktan (alkol
etoksilat, Urtin ismi Softanol 50) ilavesi ile ya da bu

20 ilave yapilmaksizin, 0.5 ila 200 LU/ml gesitli
. miktarlarda varyant kullanilarak test edildi. Seonuglar,
iyonik olmayan bir sarfaktan varliganda, daha fazla

¢dzinurlak goésterdi.
25 Ornek 9: Polikaprolakton ve polyester filmin hidrolizi

Yaklasik olarak 0.1 g polikaprolakton veya
polyester film tipler ig¢ine kondu. H. insolens kitinaz
(450 LU) ile veya bu olmaksizin 5 ml 50 mM GlyGly

30 tamponu (pH 8.5) igine batirildi. 70°C’de 5 saat sire
ile inkibe edildi. Reaksiyondan sonra, hem poli-

kaprolaktdn hem de polyester film ile, enzimli tiplerin

NZAS-0236808
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ylizeyinde ince bir hidrolizat tabakasi gozledik. Diger
yandan, enzimsiz kontrollerde higcbir degisiklik

gozlenmedi. Polikaprolaktonda ise, %10 agirlik kayba

- vardi. Polyesterin agirliginda dedisiklik gdrmedik.

Ornek 10: cPET hidrolizi

' Kitinaz varyantinin performansi, ebeveyn enzim (H.
insolens kitinaz) ile mukayese edildi. Deneyler asgad:-

daki gekilde yapilda:

Oligomer iplikli bir PET kumastan (yaklasik 4 cm x
13 cm) Ornek kumas pargasi (siyah), mini tergitometre
aleti olarak adlandlrilan cihaz ig¢inde, gdreceli olarak
diasik galkalamada enzim ile muameleye tabi tutuldu. PET
kumas, ekseni etrafinda donen silindirik, delikli bir
ayak (¢api vaklasik 2 cm, yiksekligi yaklasik 6 cm)
Gzerine, PET kumasin oligomer lekeli tarafi silindirin

disina bakacak sekilde monte edilir.

Kumas, incelenen 1sida (burada 65°C), muamele
¢bzeltisinin 100 ml’sini igeren 150 ml’lik cam beher

ig¢ine daldirailar. Arastirilan islem siGresinin (burada

90 dakika) ardindan, PET kumas -6rnedi- banyodan -

Gikarilir ve deiyonize su i¢inde g¢alkalanir ve agik

havada kurutulur.

islemeden sonra, kumaslar oligomer lekesi olan
taraflarina gdOre gorsel olarak siralanir (oligomer
lekelerinin ¢ikmasina  gdre) . Siralama asagaidaki

sekildedir:

ittt

NZAS-0236809
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5 -2: Numune bos numuneden (enzimsiz) belirgin bir
bicimde daha kotudar '
-1: Numune bog numuneden (enzimsiz) hafifge daha
kotadar
0: Numune bog numuneden ayirt edilemez
10 . 1: Numune bog numuneye gore hafifge daha iyidir
2: Numune bos numuneye gdre belirgin bir bigimde

daha iyidir.

‘ Ayni zamanda, numune kumas parcalar: renk
15 kuvvetini (600 nm’deki K/S dederi) kantifiye etmek igin
spektrofotometrik olarak da okunur (cihaz: Hunterlab

Reflektometresi) -

Asadaidaki tablo, benzer kogullar altinda
20 enzimlerin performansini mukayese eden bir deney ig¢in

test kogsullarini Ozetlemektedir:

Isy :65°C
Tampon/pH :50 mM glisin tamponu, PpH
25 10.3

Muamele stresi (dakika): 90

Enzim dozaji (LU/g) : 30000

Deney sonuciarl, agagida Ozetlenmektedir.

30
Enzm Gérsel siralama (ortalama) | K/S Fark (@ 600 nm
Yok 0 (tammlanmyg) 233
Ebeveyn kiitinaz 0 2.38
Kiitinaz varyant 1.5-2.0 2.89

e e me——

NZAS-0236810
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Bu deney dizisinden, arastarilan test kosullarinda
kitinaz varyantai PET kumastan oligomer lekelerinde
6nemli bir temizleme temin ederken, ebeveyn enzimin
sadece ¢ok sinirli etki temin ettigi ya da hig etki

saglamadigar (muhtemelen enzimin aktivitesini sirdarmesi

i¢in i1sainin ¢ok yiksek olmasi nedeniyle) gorunmektedir.
Ornek 11: cPET hidrolizi

‘ H. insolens kitinazin varyantinin pH ve 1isasa,
15 model disperse boyama deneyinde test edildi. Deneyler

asagidaki sekilde yapaildilar:

Oligomer ile lekelenmig bir PET numune Kkumasg
pargcasi (siyah), Werner Mathis Labomat ig¢inde tipik
20 disperse boyama siralamasi kosullarina tabi tutulur.
islemin genel olarak gdézden gegirilmesinden sonra,
numune kumas parg¢asl tampon ¢dzeltisine ilave edilir,
130°C’ye a1sitalir, isleme i1sisina sogutulur. Enzim ya
da tampon ilave edilir ve daha sonra, 30 dakika sure
. 25 1ile istenen ai1sada tutulur. (ozelti oda sacaklidaina
kadar sogutulur ve yikama ¢dzeltisi igindeki bulaniklaik
o0lguldr. Bulaniklaiktaki azalma, hidrolize olan cPET
oligoinerlerine karsilik gelen kitinaz aktivitesinin

dogrudan Ol¢umiudir.

30

Deneyin ayraintili tarifi:

Siyah renkli PET numune kumas pargasi (yaklasaik
olarak 4 cm x 13 cm), 0.2 g/l Lutensol AT11 (BASF)
35 igeren 140 ml 100 mM Britton-Robinson tamponuna ilave

edilir ve Labomat (dakikada 32 dbénisg) ig¢ine yliklenir.

NZAS-0236811
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5 Labomat, 9°C/dakikalik gradyanda, 130°C’de aisiti-

lir ve 10 dakika stre ile tutulur.

Beherler, 9°C/dakikalik gradyanda c¢alisma 1sisina
{(asagidaki tabloya gore) sogutulur ve 1 dakika sire ile

10 tutulur.

v 10 mL enzim ¢dzeltisi (varyanttan 100 LU/ml) ya da
uygun pH’'daki tampon ¢bézeltisi (0 LU/ml) beherlere.
. ehj ekte edilir.
15
Labomat, 2°C/dakikalik gradyanda kullanilan 1isiya

-yeniden 1sitilar ve 30 dakika siire ile tutulur.

Kumag numunesi pargalari ¢ikartilar ve yikama®

20 sivisi oda sicakligina kadar sogutulur.
Yikama sivalarinin bulanikliga olg¢alar.

Dederlendirme: Bulaniklak Hach 18900 Oranla

. _ 25 ATﬁrbidimetresi icinde (1.8, 18 ve 180 NTU Bulaniklik -
tarbidite- Standarda ile standardize edilmisgtir)

6lclilir. Enzim performansi, bos sivinin (enzimsiz

sivanin) bulanikligda ve enzimle muamele edilmis sivinin

bulanikligi arasindaki fark olarak, bos siviya gobre

300 hesaplanmir.

Kitinaz varyantinin goreceli performansa (bula-
niklikta azalma) hesaplanir ve sonuglar, asagadaki
tabloda gosterilmektedir. Negatif Dbir sayx elde

35 edildigi zaman, sonu¢ “negatif” olarak verilir. Negatif
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5 bir sayi, dizenlemenin bir varyasyonunun neden oldudu

suni bir olusgum olarak varsayilir.

Ist pH7 . pHS8 pH9 pH 10
60°C | 39 ' 57 37 14
' 65°C 39 16 60 30
70°C 25 _ 12 54 33
T 75°C p7) 50 114 58
85°C Negatif Negatif 15 Negatif

Sonuglar, kiitinaz varyanﬁlnln optimum oligomer

10 uzaklastirmasainin pH 9 ve 75°C civarinda oldudu, genis
bir pH ve 1s1 arallélnéa aktif oldudunu godstermektedir.
inaktivasyon 85°C’de veya daha yiksek 1silarda meydana

gelir gibi gorunmektedir.
15 Ornek 12: cPET hidrolizi

Muamele slresinin etkisi, H. insolens kidtinazinain
varyanti i¢in bir model disperse boyama deneyinde
. arastirilmistir. Arastirmalar asagidaki sekilde gerxgek-

20 lestirilmistir:

Oiigomer ile 1lekelenmig bir PET numune kumag
parc¢asa (siyah), Werner Mathis Labomat i(;inde tipik
disperse boyama siralamasi kosullarina tabi tutulur.

25 1iIslemin genel olarak gdézden gegirilmesinden sonra,
numune kumas parg¢asi 130°C’'ye i1sitilan tampon ¢ozel-
tisine 1ilave edilir, isleme isisina geri sodutulur.
Enzim ya da tampon (100 mM Britton-Robinson pH 9) ilave
edilir ve daha sonra, 0-40 dakika siire ile 75°C’de

30 tutulur. Cozelti oda sicakligina kadar sogutulur ve
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yikama ¢6zeltisi igindeki:- bulariklik o6lg¢aliur. Bulanik-
liktaki azalma, hidrolize olan c¢PET oligomerlerine
karsilik gelen kitinaz aktivitesinin dogrudan &lic¢h-
madar.

Deneyin ayraintili tarifi:

Siyah renkli PET numune kumas parc¢asi (yaklasik

olarak 4 cm x 13 cm), 0.2 g/l Lutensol AT11 (BASF)

igeren 140 ml 100 mM Britton-Robinson tamponuna ilave

edilir ve Labomat (dakikada 32 donisg) i¢ine yuklenir.’

Labomat, 9°C/dakikalik gradyanda, 130°C’de 1isata-

l1ir ve 1s1 10 dakika sire ile bu sekilde tutulur.

Beherler, 9°C/dakikalik gradyanda 75°C’'ye sodutu-

lur ve 1 dakika sire ile bu sekilde tutulur.

10 mL enzim ¢dzeltisi (varyanttan 100 LU/ml) ya da

pPH 9.0 100 wmM Britton-Robinson tamponu (0 LU/ml)

beherlere enjekte edilir.

Labomat, 2°C/dakikalik gradyanda kullanilan 1siya

yeniden 75°C’ye isitilaxr ve uygun olacak kadar sire ile

(0-40 dakika, -asagidaki tabloya. bakiniz) tutulur. -

Kumas numunesi parc¢alari g¢ikartilir ve yikama

sivasl oda sicakligina kadar sodutulur.

Yikama sivilaranin bulanikligi oOlg¢hldar.
Degerlendirme: Bulaniklik Hach 18900 Oranlz
Tirbidimetresi i¢inde (1.8, 18 ve 180 NTU Bulanaklik -~
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5 tdrbidite- Standard:r ile standardize edilmistir) o&1g¢G-
ldr. Enzim performans:, si1fir zamanina egit olan
zamanda, bog siviya gbdre hesaplanmir: Sifir zamanindaki
bog sivinin {(enzimsiz sivinin) bulanikligr eksi enzimle
muamele edilmig sivinin bulaniklig: (arastairalan

10 suUrede).

' Kitinaz varyantinin gdreceli performansi (bulanak-

likta azalma) hesaplandi ve sonuglar asagidaki tabloda

gbsterilmektedir.
15

Siire (dakika) Goreceli performans
_ (Bulamklikta azalma)

0 0

42

10 48

15 62

20 69

25 85

30 72

40 78

Sonuglar, enzimin etkilerinin zamanla arttidina
gbstermektedir. Mevcut enzim dozunda ve ‘oligomer
konsantrasyonunda, yukaridakileri vyaklagsik olarak 20

20 dakika yukseltmek gerekir gibi goérinmektedir.
Ornek 13: Lif modifikasyonu
Disperse boyamala polyester bir kumasin 1slanma

25 oOzellikleri dzerindeki etkileri, boyamadan once H.

insolens kQtinazinin bir varyanti ile kumasin muamele

NZAS-0236815



.
-
-~

10

20

25

30

35

45

edilmesi yolu ile arastairildi. Deney, bu nedenle iki
fazdan meydana gelmektedir; aktuel 1if modifikasyonu ve

disperse boyama prosediri.

Faz 1- Lif Modifikasyonu

Cihaz: Atlas Launder-O-metre LP2

Kumas: Test kumaslarindan %100 kazinmis polyester
orgta

pH: 50 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7

Asindiricilar: 5 bayuk celik top

Beher hacmi: 120 mL

Muamele: 65°C’de 2 saat, daha sonra 90°C’'ye kadar
yikseltilir ve 1 saat sire ile burada tutulur.

Numune kumas par¢asi Hazirlanmasi: 3* 1.5 g numune

kumas par¢asi kesiniz, her bir beher icin 3 = 4.5 g

Galkalama:

Deiyonize su ig¢inde ¢alkalayiniz.

Faz 2 - Boyama - disperse boyama:

‘Boya Cozeltisi:

Deiyonize su ile birlikte, 1:20 - %0.4 Dianix
Kirmizisa /DyStar) SE-CB (6wf) oraninda bir siva yapmék
uzere ilave ediniz.

pH 4.5-5 arasinda

Boyama Prosediri:

1. Lif modifikasyonundan her bir islem ig¢in bir

numune kumas pargasi boyama ig¢in kullanilar
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(s1vi orani hesaplanmasi igin 1.5 g/kumas
pargasl numunesi kullanilair).

2. Yukaridaki regeteye gdre boya banyosunu
hazirlayinaz. Sojuk boya ¢oOzeltisini, Labomat
beherlerine ilave ediniz ve 3.5°C/ dakika

gradyanda, 55°C’ye 2i1sitiniz. 1Isiya bir kez
ulagaldadinda, 5 dakika sure ile g¢alisiniz.

3. Kumasi behere ilave ediniz.

4. Isiy:r 1.5°C/dakika gradyanda, 130°C’ye yiik-
seltiniz. 30 dakika stre ile boyama yapiniz.

5. 5°C/dakika gradyanda, 70°C’ye sogutunuz.
Banyoya biarakiniz, ancak toplayiniz ve kumasi
10 dakika sare ile sicak olarak (60°C) calka-
layaniz. Sicak cgalkalamayi, oda sicakliginda
asixra akis galkalamasi ile butin akma durana

kadar takip ediniz.

6. Gece boyunca, acgik havada kurumaya birakimiz.
Testler/Analizler:

AATCC Test Yontemi 61 -~ Yikamaya karsi renk
haslaiga

Boya banyosu atik yuzdesi - Spektrofotometre
K/S ve L* - Reflektometre
AATCC TM-79 Damlama Testi

Sonuglar:
Lif modifikasyonundan sonug¢lar, asgagidaki tabloda

gdsterilmektedir.

= - . B e e )
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Varyant dozay . Lekeleme (AATCC | Renk Degigimi (K/S Damlama Testi
TM-61) @ 530, TM-61 6ncesi | (AATCC TM-79)
veya sonrast)
Bog , 4.5 5 53 saniye
50 LU/mL 45 5 18 saniye
100LU/mL | 45 5 15 saniye

Sonuglar, polyesterin varyant ile muamelesinin

islanmayl ©onemli bir gekilde arttairdigini gdstermek-

Atedir. Mevcut dizenlemede disperse boya ile, boyana-

bilirlik lUzerinde hicgbir ters etki fark edilmedi.

Ornek 14: 1Insan teri/yagaxr ile kirlenen kumasglarda,
gamagairda kiitinaz varyantinin kullanilmasa yolu ile

k&6tu kokunun azalmasa
Kuitinazin, kota kokunun azalmasina iliskin
performansi, bir Terg-O-tometresinde gergeklegtirilen

bir cevrim yikamada test edilebilir.

Deneysel Kosullar:

Yikama sivisi: her bir beher ig¢in 1000 ml

Numune kumas parg¢alari: %100 polyester (interlok
6rgiala, daha once Soxhlet ekstraksiyonu ile
temizlenmisg) . Her bir beher ic¢in 24 numune kumas

parc¢asi (3.3 x 3.5 cm).

Kir: Kol altlarinin egzersiz yapilmasindan sonra

silinmesi ile tatbik edilen erkeklerin koltuk alti terx

ve yagi.

NZAS-0236818
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5 Deterjan: 5 g/L standart renkliler i¢in- deterjan.

pH ayarlamas: yok.

Su sertligi: 3.2 mM Ca®*/Mg** (5:1 oraninda)

10 Yikama Isaisi: 30°C

Yikama SGresi: 30 dakika

. " Galkalama: Musluktan akan su altinda 15 dakika

15 sure ile.

Dederlendirme:

Yikamadan sonra, islak numune kumas pargalara,

20 kapali, boyalal 200 ml’lik cam kaplar icine vyerleg-
tirilir. Egitimli algalama grubu (9-11 karar), aislak
numuneleri koklayarak kokuyu dederlendirirler ve toplam
koku yodunlugunu dederlendirirler. Koku yodunludgu, her
bir ugta soézciuk badlantilara ile (skalanin baslan-

25 gicinda “hig¢bir sgsey” ve sonunda “gok kuvvetli”) 15 cm
boyunda, ¢izgili skala. Gzerine bir isaret konarak not
edilir. Butun dederlendirmeler iki kere yapilir. Numune
kﬁmas ﬁarcalarl ylkamédan sonraki 1, 2 ve 3. gﬁnde.
degerlendirilir (numune kumas parg¢alari, her zaman cam

30 kaplar i¢inde saklanar).

ATE BARL [‘
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ISTEMLER

i. Varyantin
a) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A igcinde
(kristal ‘ yapidaki amino .asit bakiyelerinden
hesaplandig: tlzere) ve/veya
ii) N ucu amino asidinden 20 pozisyon iginde yer
aldiga bir pozisyonda yer alan bir ya da daha
t fazla amino asit bakiyesinin ikame edilmesini, ve
b) 1siya karsi ebeveyn kiitinazdan daha fazla
dayanikli olmasina

kapsadigdi, ebeveyn fungal kitinazin bir varyanti.

2. i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 12 A iginde
{kristal yapidaki amino asit bakiyelerinden hesaplan-
digr tzere) ve/veya X

ii) N ucu amino asidinden 15 pozisyon iginde

yer alan bir pozisyondaki bir ya da daha fazla amino
asit bakiyesinin ikame edilmesini kapsayan, Onceki

istemin varyanti.

3. Ebeveyn kitinazin kamg¢ili bir mantara O6zgl oldugu,
tercihen Humicola veya Fusarium’un bir susu oldugu,
tercihen H. insolens ya da F. solaniﬂpisi oldugu, en
cok tercih edildigi uzere H. insolens DSM 1800 susu

oldugu, 6nceki istemlerden birinin varyanta.

4. Ebeveyn kutinazin, H. insolens DSM 1800 susuna
siralanabildigi bir amino asit dizilimine sahip olan,

onceki istemlérden herhangi birinin varyanta.

L
SAYFA NEN
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5. Ebeveyn kitinazin, H. insolens DSM 1800 susunun
kitinazina en az %50 homolog olan, tercihen en az % 70
homolog olan, daha fazla tercih edildigi uzere eh az %
80 homolog olan bir amino asit dizilimine sahip oldudu,

onceki istemlerden herhangi birinin varyanta.

6. Cozucunin erigebilir bir ylzeye sahip olan bir ya da
daha fazla amino asidin ikame edilmesini kapsayan,

onceki istemlerden herhangi birinin varyanta.

7. Bir veya daha fazla ijkame isleminin, negatif ytkla
amino asidin ndtr veya pozitif yGkld amino asit ile
ikame edilmesi oldugu-ya da néfr amino asidin pozitif
yikld bir amino asit ile ikame edilmesi oldudu, onceki .

istemlerden herhangi birinin varyanta.

8. Bir ya da daha fazla ikame isleminin Humicola
insolens DSM 1800 susunun kGtinazindaki E6, E10, E30,
E47, D63, EB82 ve/veya E179 pozisyonlarina karsilak
gelen bir pozisyonda, tercihen R/K/Y/H/Q/N ile ikame
igleminin oldugu, daha fazla tercih edildigi dzere
E6N/Q, E1ON/Q, E47K/R ve/ veya E179N/Q‘’ya karsilik
gelen bir ikame isleminin olduju (H. insolens kiitinaz

numaralandirilmasi), onceki istemin varyanti.

9. Bir veya daha fazla ikame isleminin, bir Pro
bakiyesi ile ikame edildigi, tercihen Al4 ve/veya R51
pozisyonuna karsilik gelen bir pozisyonda ikame

edildigi, onceki istemlerden herhangi birinin varyantz.

10. S0zt edilen ikame iglemlerinin bir, iki, u¢, dért,

bes veya altisina sahip olan, oOnceki istemlerden

YENIDEN DOzEN
LE
SAYFA (EN

herhangi birinin varyanta.
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11. Humicola insolens DSM 1800 sugsunun kitinazinda -
asagidakilerden birine karsilik gelen ikame iglemlerine
sahip olan, onceki istemlerden herhangi birinin

varyantui.

a) RS1P
b) E6N/Q+ L138I
+ ¢} A1l4P+E47K
d) E47K
. e) E179N/Q
15 £f) E6N/Q+ E47K+ R51P
g) A1l4P+ E47K+ E179N/Q
h) E47K+ E179N/Q
i) E47K+ D63N
. j) EeN/Q+ Al4P+ E47K+ R51P+ E179N/Q
20 k) E6N/Q+ E10N/Q+ Al4P+ E47K+ R51P+ E179N/Q veya
1) Q1P+ L2V+ S11C+ N15T+ F24Y+ L46I+ E47K '

12. Tereftalik asit esterlere karsi, O&Ozellikle de
halkali tri(etilen tereftalat) ve/veya Tereftalik asit
25 bis(2-hidroksietil)ester dibenzoata (BETEB) karsa
hidrolitik aktiviteye sahip olan, Onceki herhangi bir

isteme gore varyant.

13. Tercihen pH 8.5‘te oOlg¢hlen, ebeveyn kitinazdan en‘
30 az 5°C daha yiksek olan denatirasyon isisina sahip

olan, onceki herhangi bir isteme gdre varyant.

14. Onceki herhangi bir istemin varyantini desifre eden
bir DNA dizilimi.
35

15. Onceki istemin DNA dizilimini kapsayan bir vektor.

YENIDEN DUZENLENEN
SAYFA
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16. istem 14’Gn DNA dizilimini ya da Istem 15‘in
vektdrini barindiran, transformasyona ugrams bir konak

hiicre.

17. a) 1Istem 16’nin hicresinin, varyanti eksprese
10 edecek ve tercihen salgilamayacak sgekilde kialtive
edilmesini, ve
b) wvaryantain geri kazanilmasini
kapsayan, Istemler 1-13’4n herhangi birinin varyantini
meydana getirmek i¢in bir yodntem.
. 15
18. Yéntemin,
a) ebeveyh fungal katinazin se¢ilmesini,
b) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A
iginde (kristal vyapidaki amino asit bakiyelerinden
20 hesaplandig:r uzere) ve/veya
ii) N ucu amino asidinden 20 pozisyon iginde
yer alan bir pozisyonlardaki ebeveyn kiatinazdaki bir ya
da daha fazla amino asit bakiyesinin teshis edilmesini,
ve
25 ¢) her biri amino asit bakiyesinin yerlestirilme,
eksiltilme veya ikame edilme olan alterasyonlarin
(degigtirmelerin) yapilmasini,
d) istede bagli olarak, b) disinda bir ya da daha
fazla pozisyonda bir amino asit bakiyesinin yerleg-
30 tirilmesi, eksiltilmesi ya da ikame edilmesi olan
alterasyonlarin yapilmasaina,
e) b-d asamalarinin sonucu olan  varyantin
hazirlanmasini, ' '
f) wvaryantain a1isiya karsa: dayanikliliganin tést
35 edilmesini,

g) istede bagli olarak b-f asamalarinin tekrar

edilmesini ve

YENIDEN DOZENLENEN
SAYFA
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h) 1siya kars: dayaniklilidar ebeveyn kitinazdan

daha ylksek oldudu bir varyantin segilmesini
kapsadigi, bir kiitinaz varyantimin inga edilmesi igin

bir ydntem.

10 19. Yontemin,
a) ebeveyn fungal kitinazin seg¢ilmesini,
) b) i) N ucu amino asidinin lokasyonundan 17 A
iginde (kristal yapadaki amino asit bakiyelerinden
. hesapl and.1§1 tzere) ve/veya
15 ii} N ucu amino asidinden 20 pozisyon ig¢inde
yer alan bir pozisyonlardaki ebeveyn kitinazdaki bir ya
da daha fazla amino asit bakiyesinin tesghis edilmesini,
ve -

c) her biri amino asit bakiyesinin yerlestirilme,

20 eksiltilme veya ikame edilme olan alterasyonlarain
(dé§i$tirmelerin) yapilmasanz,

d) istede bagli olarak, b) daginda bir ya da daha
fazla pozisyonda bir amino asit bakiyesinin
yerlestirilmesi, eksiltilmesi ya da ikame edilmesi olan

25 alterasyonlarin yapilmasina,

e) b-d asamalarainan sonucu olan varyantin
hazirlanmasini,

f) varyantin isiya karsi dayaniklilaanin test
édilmesini,

30 - g) istede baglz ‘olarak b-f asamalarinin tekrar
édilmesini ve

h) 1siya karsi dayamikliliga ebeveyn kitinazdan
daha yiksek oldugu bir varyantin se¢ilmesini, ve

i) kiitinaz varyantanin elde edilmesi i¢in,

35 varyantin meydana getirilmesini
kapsadigi, bir kitinaz varyantinin meydana gdgetirilmesi

i¢in bir ydéntem.

YENIDEN DUZENLENEN
SAYFA

A'liymw-
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20. 1Islemin, halkall oligomerin Istemler 1-13’un
herhangi birinin fungal kitinaz varyanti ile muamele
edilmesini kapsadaiga, poli(etilen tereftalat) ‘an
halkali bir oligomerinin enzimatik hidrolizi igin bir

iglem.

21. Halkala oligomerin, halkali tri{etilen tereftalat)

©ldudu, Onceki istemin islemi.

22. Iislemin 60-80°C’de, tercihen 65-75°C'de yapildida,
istem 20 ya da 21'in islemi.

23. Halkali oligomerin, kumags vya da iplik igeren
polyester lifleri dzerinde ve iginde mevcut oldugu,

istemler 20-22'nin herhangi birinin iglemi.

24. Ayrica kumas ya da ipligin takiben ¢alkalanmasina,
tercihen yaklagik pH 7 ila yaklasaik pH 11 araligindaki
bir pH’'ya sahip olan sulu bir ¢dzelti ile g¢alka-
lanmasini kapsayan, Istemler 20-23’in herhangi birinin

igslemi.

25. a) Istemler 1-13'Gn herhangi birinin fungal katinaz

“varyanti ile kumas ya da ipligin muamele edilmesini; ve

b) muamele edilen kumasin, reaktif boya ya da
disperse boya ile boyanmasini
kapsayan, polyester kumasg ya da ipligin boyanmasi igin

bir islem.

26. Yihzey aktif bir madde ve Istemler 1-13'0n herhangi

birinin varyantini kapsayan bir deterjan bilegimi.

YENIDEN pyj
ZENL
SAYFA NEN
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27. a) iplik ya dz kumasain, 1stemler 1-13'Gn herhangi

birinin varyanti ile muamele edilmesini, ve

b) takiben yumusatacalar, karismaya karsa
recinelexr, antistatik ajanlar, kirlenmeye karsi ajan-
lardan meydana gelen gruptan segilen bir finisaj ajama

ile muamele edilmesini kapsayan, PET iceren iplik ya da

kumasan fonksiyonel finisajiman iyilestirilmesi igin -

bir islem.

-5 St 2002

YENIDEN DUZENLENEN
F.

SAYFA

e b —— v v b s ot
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SEKIL 1 @

1 N GLYA 3 24.424 -7.935 18.390 1.00 46.73
2 CA GLYA 3 23.848 -8:994 17.546 1.00 42.29
3 ¢ GLYAa 3 24.396 -10.112 - 16.727 1.00 37.35
4 0 GLYA 3 25.347 -10.913 16.728 1.00.35.38
5 N ALAA 4 23.664 ~10.625 15.797 1.00 34.53
6 CA ALAA 4 23.051 -10.874 14.555 1.00 30.95
7 C ALAA 4 21.574 -11.246 14.920 1.00 28.33
ATOM 8 O ALAA 4 20.677 -10.499 14.446 1.00 22.94
ATOM 9 CB ALAA 4 23.574 -11.780 13.556 1.00 26.92
ATOM 10 N ILER 5 21.583 -12.058 16.043 1.00 26.486
ATOM 11 CA ILEA 5 20.281 -12.289 16.637 1.00 25.65
ATOM 12 ¢ ILEA 5 20.316 -12.151 18.118 1.00 22.40
ATOM 13 0 ILEA 5 21.060 -12.888 18.717 1.00 24.74
ATOM 14 C€B ILEA 5 19.724 -13.683 16.524 1.00 26.04
ATOM 15 CGL ILEA 5§ 19.852 -13.927 15.050 1.00 29.85
ATOM 16 CG2 ILEA 5§ 0 18.374 -13.558 17.159 1.00 20.48
ATOM 17 CDL ILEA 5 19.066 -15.133 14.709 1.00 27.9%6
ATOM 18 N GLUA 6 19.461 -11.377 18.668 1.00 20.52 .
- ATOM 19 €A GLUA 6 ° 19.207 -11.015 20.040 1.00 17.94°
ATOM 20 C GLUA 6 17.711 -11.027 20.432 1.00 17.76
ATOM 21 0O GLUA 6 16.931 -10.165 19.990 1.00 17.60
ATOM 22 CB GLUA 6 19.809 -9.614 20.199 1.00 14.22
ATOM 23 CG GLUA 6 21.232 -9.374 20.385 1.00 16.71
ATOM 24 CD GLUA 6 22.148 -10.387 21.030 1.00 34.47
ATOM 25 OE1 GLUA 6 21.634 -11.347 21.693 1.00 49.57
ATOM 26 OE2 GLUA 6 23.410 -10.310 20.975 1.00 37.43
ATOM 27 N ASNA 7 17.375 -11.895 21.333 1.00 21.€7
ATOM 28 CA ASNA 7 16.070 -11.854 21.84% 1.00 24.04
ATOM 29 C ASNA 7 15.927 -11.488 23.238 1.00 22.08
ATOM 30 0 ASNA 7 15.098 -12.179 23.820 1.00 24.00
ATOM 31 CB ASNA 7 15.468 -13.307 21.820 1.00 25.0%6
ATOM 32 CG ASNA 7 15.039 -13.160 20.341 1.00 38.52
ATOM 33 OD1 ASNA 7 15.519 -14.147 19.759 1.00 48.45
ATOM 34 ND2 ASNA 7 14.318 -12.081 19.968 1.00 36.89
ATOM 35 N GLYA 8 16.671 -10.813 23.926 1.00 23.56
ATOM: 36 CA GLYA 8 16.654 -10.628 25.363. .1.00 23.€9
ATOM 37 ¢ GLYA 8 15.366 -10.247 25.984 1.00 22.72
ATOM 38 0 GLYA 8 14.967 -10.939 26.867 1.00 32.25
ATOM 33 N LEUA 9 14.785 -9.144 25.755 1.00 23.81
ATOM 40 CA 1LEUA 9 13.470 -8.753 26.033 1.00 23.73
ATOM 41 C LEUA 9 12.559 -9.961 25.782 1.00 25.93
ATOM 42 0 LEUA 9 11.494 -10.054 26.480 1.00 30.47
ATCM 43 €B LEUA 9 12.971 -7.621 25.105 1.00 5.84
ATOM 44 CG LEUARA 9 11.556 -7.227 25.470 1.00 23.2%5
ATOM 45 CD1 LEUA 9 11.422 -6.765 26.968 1.00 20.21
ATOM 46 CD2 LEUA 9 11.009 -6.071 24.714 1.00 17.%4
ATOM 47 N GLUA 10 12.775 -10.786 24.773 1.00 29.%5%
: 1 Mans 200%
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48 CA GLU A 10 11.635 -11.681 24.484 1.00 33,93
49 C GLU A 10 11.640 -12.872 25.412 1.00 32.18
50 0 GLUA 10 10.600 -13.159 25.996 1.00 36.67
51 CB GLU A 10 11.513 -11.996 23.012 1.00 40.97 ;
52 CG GLU A 10 10.054 -12.303 22.745 1.00 51.96 -
S3 CD GLU A 10 9.570 -11.711 21.437 1.00 54.08
ATOM 54 OEl1 GLUA 10 10.488 -11.440 20.635 1.00 48.22 :
ATOM 55 OE2 GLUA 10 8.323 -11.643 21.471 1.00 52.39
ATOM 56 N SERA 11 12.822 -13.334 25.688 1.00 29.58
ATOM 57 CA SERA 11 12.993 -14.455 26.645 1.00 35.25
ATOM 58 C SERA 11 13.403 -14.012 28.047 1.00 39.86
ATOM . 59 O SER A 11 13.688 -14.790 28.919 1.00 43.72
ATOM .60 CB SER A 11. 14.053 ~-15.364 25.983 1.00 33.73
ATOM 61 OG SERA 11 15.275 -14.620 25.928 1.00 46.98
ATOM 62 N GLY A 12 13.467 -12.802 28.456 1.00 41.40
ATOM 63 CA GLY A 12 13.841 -12.332 29.752 1.00 45.34
ATOM 64 C GLY A 12 12,673 -12.562 30.694 1.00 47.862
ATOM 65 O GLY A 12 11.485 -12.335 30.335 1.00 50.76
ATOM 66 N SER A 13 - 12.969 -12.900 31.936 1.00 48.09
ATOM 67 CA SERA 13 11.974 -13.158 32.995 '1.00 45.26
ATOM 68 C SER A 13 11.509 -11.933 33.772 1.00 39.53
ATCOM 69 O SERA 13 ° 12.563 -11.204 33.992 1.00 36.30
ATOM 70 CB SER A 13 12.708 -14.006 34.101 1.00 51.20
ATOM 71 OG SER A 13 12.006 -13.947 35.338 1.00 57.14
ATOM 72 N ALAR 14 10.256 -11.785 34.214 1.00 35.22
ATOM 73 CA ALA A 14 10.068 -10.530 34.964 1.00 34.78
ATOM 74 C ALAARA 14 10.574 -10.620 36.417 1.00 37.51
ATOM 75 0 ALA A 14 10.809 -9.584 37.113 1.00 38.41
ATOM 76 CB ALA A 14 8.714 -9.915 34.903 1.00 32.71
ATOM 77 N ASN A 15 11.039 -11.834 36.737 1.00 38.85
ATOM 78 CA ASN A 15 11.715 -12.086 37.963 1.00 43.49
ATOM 79 € ASNA 15 13.073 -11.411 37.953 1.00 46.45
ATOM 80 O ASNA 15 13.453 -11.022 39.022 1.00 52.50
ATOM 81 CB ASNA 15 12.088 -13.533 38.207 1.00 S3.08
ATOM 82 CG ASN A 15 10.772 -14.226 38.553 1.00 71.86
ATOM 83 OD1 ASN A 15 9.837 -13.535 38.998 1.00 71.73
ATOM 84 ND2 ASN A 15 10.866 ~-15.523 38.267 1.00 77.71
ATOM 85 N ALA A 16 13.712 -11.305 36.812 1.00 46.73
ATOM 86 CA ALA A 16 14.915 -10.470 36.743 1.00 41.22
ATOM 87 C ALA A 16 15.031 -9.286 35.798 1.00 36.70
ATOM 88 0 ALA A 1% 16.027 ~-9.254 35.075 1.00 37.67
ATOM 89 CB ALA R 16 15.903 -11.545 36.301 1.00 41.80
ATOM 90 N CYS A 17 14.300 -8.227 35.843 1.00 30.62
ATOM 91 CA CYS A 17 14.614 ~7.093 34.997 1.00 31.78
ATOM 92 C CYs A 17 16.024 -6.579 35.149 1.00 32.94
ATOM 93 0 CYSA 17 16.744 -6.850 36.113 1.00 33.10
ATOM 94 CB.CYS A 17 13.679 -5.881 35.138 1.00 28.00
ATOM 95 SG <CYS A 17 12.048 -6.583 34.858 1.00 24.72
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96 N PROA 18 16.529 -5.910 34.092 1.00 30.49

97 CA PROA 18 17.994 -5.626 33.971 1.00 22.04

98 C PROA 18 18.178 -4.138 34.241 1.00 20.15

99 0 PROA 18 17.085 -3.459 34.370 1.00 17.83

100 CB PRO A 18 18.353 -6.003 32.559 1.00 19.20

101 .CG PRO A 18 17.044 - -6.595 32.101 1.00 20.16

102 CD PROA 18 15.903 -5.936 32.792 1.00 24.35

103 N ASPA 19 19.428 ~-3.652 34.011 1.00 14.85

100 CA ASP A 19 19.451 =-2.168 34.226 1.00 16.59

105 C ASPA 19 18.739 -1.367 33.156 1.00 20.42

ATOM 106 O ASPA 19 18.311 -~0.242 33.430 1.00 23.84
ATOM 107 CB ASP A 19 20.896 -1.818 34.485 1.00 27.25
ATOM 108 CG ASPA 19 21.433 -2.389 35.793 1.00 42.30
ATOM ' 109 ODlL ASPA 19 21.162 -3.549 36.297 1.00 53.52
ATOM 116 OD2 ASP A 19 22.251 -1.719 36.543 1.00 54.02
ATOM 111 N ALA A 20 18.646 -1.780 31.895 1.00 20.18
ATOM 112 CA ALA A 20 18.066 -1.036 30.809 1.00 17.43
ATOM 113 C  ALA A 20 17.713 -2.087 29.703 1.00 16.06
ATOM 114 0 ALAA 20 18.334 -3.172 29.860 1.00 9.45
ATOM 115 CB ALA A 20 18.975 -0.048 30.100 1.00 12.07
ATOM 116 N ILEA 21 16.814 -1.602 28.829 1.00 8.47
ATOM 117 CA IILEA 21 . 16.657 -~2.583 27.753 1.00 9.23
ATOM 118 ¢ ILEA 21 16.952 -1.745 26.486 1.00 14.77
ATOM 119 0 ILEA 21 16.681 -0.473 26.403 1.00 12.01
ATOM 120 CB ILEA 21 15.208 ~2.984 27.837 1.00 16.28
ATOM 121 CGl ILE A 21 14.851 -3.898 28.956 1.00 15.55
ATOM 122 CG2 ILEA 21 14.689 ~3.671 26.514 1.00 13.71
ATOM 123 cp1 ILEA 21  13.401 -3.879 29.372 1.00 6.12
ATOM 124 N LEUA 22 17.432 ~-2.451 25.391 1.00 12.24
ATOM 125 CA LEU A 22 17.665 -1.774 24.087 1.00 11.27
ATOM 126 C LEUA 22 16.849 ~2.517 23.038 1.00 14.60
ATOM 127 0 LEUA 22 16.908 ~3.781 22.850 1.00 9.78
ATOM 128 CB LEU A 22 19.087 -1.865 23.693 1.00 10.96
ATOM 129 CG LEU A 22 19.493 -1.543 22.257 1.00 10.32
ATOM 130 CDl1 LEU A 22 19.311 -0.081 21.900 1.00 4.72
ATOM 131 CD2 LEUA 22 20.990 -1.842 22.156 1.00 7.42
ATOM 132 N ILE A 23 16.038 -1.815 22.242 1.00 15.13
ATOM 133 CA ILEA 23 15.298 -2.459 21.115 1.00 18.06
"ATOM 134 C ILEA 23 15.916 ~1.771 -19.901 1.00 17.42
ATOM 135 O ILEA 23 16.117 -0.519 19.795 1.00 19.31
ATOM 136 CB ILE A 23 13.820 -2.194 21.392 1.00 18.1%
ATOM 137 CGl1 ILE A 23 13.208 -3.076 22.447 1.00 14.23
ATOM 138 CG2 ILE A 23 12.787 -2.167 20.247 1.00 13.19
ATOM 139 CD1 ILE A 23 12.142 -2.065 22.976 1.00 20.41
ATOM 140 N PHE A 24 16.218 -2.548 18.940 1.00 14.59
ATOM 141 CA PHE A 24 16.859 -2.159 17.671 1.00 11.72
ATOM 142 C -.PHE A 24 16.347 -2.719 16.353 1.00 7.25
ATOM 143 O PHE A 24 16.095 -3.998 16.161 1.00 3.47
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1449 CB PHE A 24 18.195 -2.855 17.858 1.80 l2.61
145 CG PHE A 24 19.015 -2.150 16.716 1.00 10.72
146 CD1 PHE'A 24 19.457 -0.844 16.913 1.00 13.08
147 CD2 PEE A 24 19.325 -2.852 15.558 1.00 6.61
148 CE1 PEE A 24 20.232 -0.187 15.983 1.00 4.86
149 CEZ PHE A 24 20.061 -2.218 14.545 1.00 7.61.
150. CZ PHE A 24 20.550 -0.823 14.804 1.00 8.78
ATOM 151 N AILAR 25 16.037 -1.700 15.449 1.00 6.32
ATOM 152 CA ARIA R 25 15.662 -2.158 14.068 1.00 7.18
ATOM 153 C ALA A 25 16.851 -1.876 13.055 1.00 8.59
ATOM ., 154 O AILA A 25 17.518 -1.000 13.133 1.00 5.95
ATOM 155 CB ALA A 25 14.488 -1.402 13.562 1.00 8.27
ATOM 156 N ARG A 26 17.174 -3.032 12.325 1.00 8.84
ATOM 157 CA ARG A 26 18.134 -3.278 11.277 1.00 4.04
ATOM 158 C ARG A 26 17.691 -2.694 9.8%4 1.00 7.67
ATOM 159 O ARG A 26 16.527 -2.361 9.525 1.00 9.36
ATOM 160 CB ARG A 26 18.581 -4.659 10.756 1.00 6.06
ATOM 161 CG ARG A 26 17.705 -5.741 10.439 1.00 5.08
ATOM 162. CD ARG A 26 18.069 -7.224 10.382 1.00 6.73
ATOM 163 NE ARG A 26 17.000 -8.053 9.708 1.00 9.04
ATOM 164 CZ ARG A 26 15.724 -8.206 9.912 1.00 7.06
ATOM 165 NH1 ARG A 26 15.085 -7.535 10.895 1.00 22.93
ATOM 166 NH2 ARG A 26 14.809 -8.825 9.346 1.00 7.89
ATOM 167 N GLY A 27 i8.761 -2.538 9.082 1.00 7.7
ATOM 168 CA GLY A 27 18.537 -1.888 7.782 1.00 5.34
ATOM 169 C GLY A 27 18.063 -2.89%96 6.862 1.00 4.70
ATOM 170 0 GLY A 27 18.155 -4.138 7.07S 1.00 13.14
ATOM 171 N SER A 28 17.562 -2.612 5.76S5 1.00 11.82
ATOM 172 CA SER A 28 17.108 -3.32% 4.615 1.00 14.72
ATOM 173 C SER A 28 18.214 -4.327 4.142 1.00 7.74
ATOM 174 © SER A 28 19.286 -3.973 4.083 1.00 6.71
ATOM 175 CB SER'A 28 16.460 -2.352 3.538 1.00 6.38
ATOM 176 OG SER A 28 16.819 -0.978 3.833 1.00 28.10
ATOM 177 N THR A 29 17.942 -5.634 4.241 1.00 4.79
ATOM 178 CA THR A 29 18.562 -6.763 3.914 1.00 8.71
ATOM 179 C THR A 29 19.500 -7.271 4.985 1.00 14.00
ATOM 180 © THR A 29 20.162 -8.326 4.713 1.00 17.¢68
ATOM 183 CB. THR A 29 19.454 -6.680 2.617 1.00 14.90
ATOM 182 0OGl THR A 29 20,736 -6.066 . 2.595 1.00 14.00
ATOM 183 CG2 THR A 29 18.785 -5.888 1.561 1.00 15.59
ATOM 184 N GLU A 30 19.740 -6.5899 6.105 1.00 14.52
ATOM 185 CA GLU A 30 20.677 -7.266 7.056 1.00 14.10
ATOM 186 C GLU A 230 20.092 -8.513 7.647 1.00 13.07
ATCOM 187 0O GLU A 30 18.916 -8.726 7.705 1.00 19.98
ATOM 188 CB GLU A 30 21.228 -6.371 8.072 1.00 15.45
ATOM 189 CG GLU A 30 21.166 -4.945 7.709 1.00 8.37
ATOM 190 Cb. GLU A 30 22.073 -4.143 8.637 1.00 23.08
ATOM 191 ©OEl1 GLU A 30 21.395 -3.328 9.284 1.00 19.26
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23.317
20.875
20.477
20.167
20.148
21.690
22.790
22.350
19.612
19.205
18.133
17.345
18.055
17.290
18.294
17.774
16.241
16.827
16.112
18.074
19.633
20.282
21.142
21.654
21.202
20.579
20.175
21.481
21.259
22.071
23.511
23.965
24.450
25.833
26.609
27.865
26.412
26.088
25.944
26.922
25.905
26.825
26.587
27.040
26.592
25.241
26.949
25.733

-4.,327
~-9.479
-10.818
-10.698
-9.636
~11.692
-10.664
-9.316
-11.689
-11.774
~10.808
-10.294
-10.528
-9.346
-8.2173
-7.184
-9.663
-10.201
-10.395
-10.460
-8.378
-7.171
-6.663
-5.512
-7.329
~-7.713
-6.316
-5.121
-7.446

-7.135

-7.340
-7.724
-6.839
-7.029
-5.714
-5.618
-8.070
-7.448
-9.490
-8.149
-4.589
-3.396
-2.513
-3.055
-2.679
-2.212
~-3.739
-1.493

8.712
7.918
8.402
8.895
10.392
8.215
8.455
7.864
10.472
11.816
12.188
11.411
13.4e68
13.823
14.230
14.575
14.867
16.127
17.089
16.112
14.282
14.751
13.611
13.713
15.859
17.163
18.069
18.095
12.550
11.418
11.764
12.842
10.950
11.277
11.260
11.662
10.327
8.959
10.543
7.958
11.040
11.141
12.350
13.410
9.818
9.503
8.800
12.249

1.00 19.711
1.00 13.09
1.00 14.56
1.00 18.27
1.00 20.45
1.00 10.95
1.00 11.24
1.00 13.71
1.00 18.99
1.00 13.53
1.00 16.62
1.00 17.01
1.00 16.15
1.00 14.74
1.00 15.46
1.00 15.90
1.00 17.42
1.00 17.97
1.00 19.05 -
1.00 13.29
1.00 14.22
1.00 12.97
1.00 19.02
1.00 26.04
1.00 13.39
1.00 9.02
1.00 9.13
1.00 4.11
1.00 19.99
1.00 14.30
1.00 17.58
1.00 12.78
1.00 20.63
1.00 17.711
1.00 16.15
+1.00 20.30
1.00 30.19
1.00 31.1%6
1.00 15.68
1.00 34.10
1.00 13.00
1.00 9.67
1.00 15.44
.00 20.20
DO 14.13
00 22.62
.00 2.2%
00 11.92
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ATOM 240 CA VAL A 38 25.237 -0.800 13.411 1.00 15.22
AToM 241 C VAL A 38 24.588 -1.455 14.612 1.00 14.68
ATGM 242 O VAL A 38 24.906 -1.185 15.733° 1.00 15.89
ATCM 243 CB VAL A 38 24.124 0.180 12.855 1.00 14.13
ATOM 244 CGl VAL A 38 23.663 0.897 14.167 1.00 13.55
ATOM = 245 CG2 VAL A 38 24.570 1.025 11.670 1.00 6.75
ATOM 246 N GLY A 39 23.745 -2.410 14.677 1.00 14.24
ATOM 247 CA GLY A 39 23.135 -3.151 15.746 1.00 11.03
ATOM 248 C GLY A 39 " 24.096 -3.586 16.791 1.00 13.34
ATOM 249 O GLYRA 39 24.131 -3.181 17.934 1.00 15.13
ATOM 250 N PROA 40 25.067 -4.340 16.352 1.00 14.70
ATOM 25 CRAR PROA 40 26.094 -5.025 17.171 1.00 13.413
ATOM 252 C PRO A 40 27.010 -3.909 17.589 1.00 11.81
ATOM 253 © PROA 40 27.346 -3.871 18.764 1.00 12.79
ATOM 254 CB PRO A 40 26.723 -6.111 16.279 1.00 8.43
ATCM 255 €CG PROA 40 25.873 -6.243 14.950 1.00 4.84
ATOM 256 CD PRO A 40 25.198 -4.902 14.9%95 1.00 12.3¢6
ATOM 257 N ALA A 4] 27.226 -2.979 16.695 1.00 7.41
ATOM 258 CA ALA A 4] 28.066 -1.962 17.278 1.00 11.03
ATCM . 259 C ALA A 41 27.378 -1.206 18.439 1.00 14.87
ATOM 260 O ALA A 41 28.028 -0.503 19.274 1.00 14.26
ATOM 261 CB ALA A 41 28.579 ~-0.905 16.313 1.00 7.17
ATOM 262 N LEU A 42 26.135 -0.811 18.237 1.00 11.87
ATOM 263 CA LEUA 42 25.487 -0.048 19.300 1.00 12.36
ATOM 264 C LEU A 42 25.337 -0.856 20.624 1.00 11.94
ATOM 265 O LEU A 42 25.423 -0.397 21.730 1.00 8.33
ATOM 266 CB LEU A 42 24,036 0.168 18.811 1.00 13.24
ATOM 267 CG LEU A 42 23.272 1.160 19.676 1.00 6.90
ATOM 268 CDl1 LEU A 42 24.108 2.419 19.962 1.00 6.62
ATOM 269 CD2 LEU A 42 21.991 1.580 18.943 1.00 7.11
ATOM 270 N ALA A 43 24.905 -2.095 20.482 1.00 10.88
ATOM 271 CA ALA A 43 24.761 -3.027 21.553 1.00 12.37
ATOM 272 C ALA A 43 26.106 -3.136 22.252 1.00 15.45
ATOM 273 O ALAA 43 25.958 -2.743 23.433 1.00 20.80
ATOM 274 CB ALA A 43 24.148 -4.324 21.002 -1.00 9.60
ATOM 275 N ASN'A 44  27.263 -3.440 21.636 . 1.00 16.91
ATOM 276 CA ASNA 44 28.454 -3.434 22.439 1.00 20.33
ATOM 277 C ASN A 44 28.717 -2.044 23.113 1.00 17.66
ATOM 278 O ASN A 44 29.019 -1.991 24.301 1.00 17.06
ATCM 279 CB ASN A 44 29.756 -3.695 21.625 1.00 35.48
ATOM 280 CG ASN A 44 29.564 -5.115 21.138 1.00 58.23
ATOM 281 ODl ASN A 44 30.013  -5.403 20.034 1.00 79.77
ATOM 282 ND2 ASN A 44 28.908 -5.945 21.%921 1.00 70.10
ATOM 283 N GLY A 45° 28.682 -0.988 22.297 1.00 14.39
ATOM 284 CA GLY A 45 29.015 0.221 22.976 1.00 11.65"
ATOM 285 C GLY A 45 28.175 0.255 24.234 1.00 14.30
ATOM 286 O - GLY A 45 28.529 0.582 25.385 1.00 10.77
ATOM 287 N LEU A 46 ) 26.961 0.099 24.065 1.00 16.88
31 Mans 2001
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CA LEU R 46 25.968 0.248 25.207 1.00 16.29
C LEUA 46 26.395 -0.651 26.346 1.00 13.48
O LEU A 46 26.579 -0.325% 27.462 1.00 17.75
CB LEU A 46 24.608 -0.243 24.847 1.00 19.46
CG LEU R 46 23.642 0.551 25.664 1.00 13.97
CD1 LEU A 46 24.089 1.994 25.563 1.00 13.99
CD2 LEU A 46 22.275 0.465 25.038 1.00 32.18
N GLUA 47 26.523 -1.890 25.882 1.00 15.90
CA GLU A 47 26.910 -2.886 26.909 1.00 24.03
C GLU A 47 28.140 -2.500 27.702. 1.0024.14
O GLUA 47 28.722 -3.203 28.500 1.00 27.24
CB GLU A 47 . 27.147 -4.206 26.204 1.00 33.33
CG GLU A 47 27.386 ~5.254 27.245 1.00 51.29
CD GLU A 47 27.661 -6.560 26.524 1.00 68.40
OEl GLU A 47 26.741 -7.007 25.777 1.00 66.37
OE2 GLU A 47 28.856 ~6.921 26.830 1.00 78.70
N SER A 48 28.992 -1.626 27.215 1.00 27.50
CA SER AR 48 30.331 -1.518 27.789 1.00 25.23
C SERA 48 30.108 -0.555 28.926 1.00 26.91
O SERA 48 31.124 -0.058 29.462 1.00 33.39
CB SER A 48 31.116 -0.990 26.621 1.00 21.90
OG SER A 48 31.294 0.422 26.483 1.00 27.87
N HIS A 49 28.826 -0.101 28.995 1.00 25.04
CA HIS A 49 28.542 0.955 29.956 1.00 19.72
C HISA 49 27.480 0.461 30.950 1.00 22.55
O HISA 49 27.186 1.089 31.898 1.00 27.93
CB HIS A 49 28.094 2.197 29.463 1.00 16.13
CG HISA 49 - 28.806 3.036 28.520 1.00 39.79
ND1 HIS A 49 29.564 4.058 28.953 1.00 45.%66
CD2 HIS A 49 2B.776 3.070 27.197 1.00 4%6.91
CE1l HIS A 49 30.028 4.750 27.979 1.00 45.87
NE2 HIS A 49 29.544 4.139 26.934 1.00 50.84
N ILEA 50 27.009 -0.703 30.715 1.00 18.34
CAR ILEA 50 25.874 -1.129 31.415 1.00 19.89
C ILEA 50 25.917 -2.629 31.146 1.00 26.29
O ILEA 50 25.322 -3.023 '30.168 1.00 25.33
CB ILEA 50 24.527 -0.535 31.008 1.00-10.50
CGl ILE A 50 24.340 0.906 31.292 1.00 4.97
cG2 ILERA S0 23.466 -1.298 31.697 1.00 12.96
Cbl ILE A 50 23.4123 1.845 30.602 1.00 16.65
N ARG A 51 26.707 -3.256 32.066 1.00 31.77
CA ARG A 51 26.887 -4.714 32.107 1.00 29.06
C ARG A 51 25.457 -5.331 32.170 1.00 32.%68
O ARG A 51 25.396 -6.363 31.512 1.00 37.16
N ASNA 52 24.380 -4.817 32.788 1.00 28.48
CA ASN R 52 23.284 -5.767 32.832 1.00 26.39
C ASN A 52 22.176 -5.178 31.993 1.00 27.75%
0O ASN A 52 21.333 -4.488 32.636 1.00 26.68
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ATOM 336 CB ASNA 52 22.750 -5.884 34.232 1.00 34.86
ATOM 337 CG ASN A 52 21.637 -6.879 34.271 1.00 39.54
ATOM 338 OD1 ASN A 52 20.781 ~6.541 35.095 1.00 54.31
ATOM 339 ND2 ASN A 52 21.611 -7.954 33.503 1.00 48.82
ATOM 340 N ILEA 53 22.127 -5.69% 30.800 1.00 24.42
ATOM 341 CA ILEA 53 21.261 -5.092 29.772 1.00 20.15
ATOM 342 C ILEA 53 20.585 -6.151 28.912 1.00 17.63
ATOM 343 O ILEA 53 21.020 -7.349 28.917 1.00 18.01
ATOM 344 CB ILEA 53 22.245 -4.29%97 28.880 1.00 14.09
ATOM 345 CGl ILEA 53 21.682 -3.257 27.936 1.00 22.91
ATOM 346 CG2 ILEA 53 22.907 -5.321 27.946 1.00 16.37
ATOM 347 CD1 ILEA 53 . 22.877 -2.315 27.622 1.00 38.17
ATOM 348 N TRP A 54 19.447 -5.880 28.383 1.00 15.19%
ATOM 349 CA TRP A 54 18.804 -6.889 27.567 1.00 17.96
ATOM 350 C TRP A 54 18.803 -6.230 26.151 1.00 19.82
ATOM 351 O TRP A 514 18.340 -5.059 25.985 1.00 18.37
ATOM 352 CB TRP A 54 17.364 -7.046 27.998 1.00 23.18
ATOM 353 CG TRP A 54 16.949 -7.932 29.100 1.00 24.57
ATOM 354 CDl TRP A 54 17.757 -8.727 29.895 1.00 24.4%6
ATOM 355 CD2 TRP A 54 15.595 -8.164 29.603 1.00 30.21
ATCOM 356 NE1 TRP A 54 17.004 -9.372 30.858 1.00 25.87
ATOM 357 CE2 TRP A 54 15.692 -9.039 30.700 1.00 24.92
ATOM 358 CE3 TRP A 54 14.358 -7.633 29.243 1.00 36.26
ATOM 359 CzZ2 TRP A 54 14.611 -9.442 31.432 1.00 19.75
ATOM 360 CZ3 TRP A 54 13.316 -8.042 30.009 1.00 32.94
ATCOM 361 CH2 TRP A 54 13.451 -8.916 31.068 1.00 23.02
ATCM 362 N ILER 55 - 19.063 -7.152 25.204 1.00 15.21
ATOM 363 CA ILEA 55 19.178 -6.655 23.838 1.00 12.41
ATOM 364 C ILEA S5 18.091 -7.215 22.962 1.00 11.40
ATOM 365 © ILE A 55 17.955 -8.378 22.680 1.00 7.34
ATOM 366 CB ILE A 55 20.546 -6.962 23.201 1.00 16.44
ATOM 367 CG1 ILE A 55 21.939 -6.409 23.702 1.00 8.75
ATOM 368 CG2 ILEA 55 20.384 -6.460 21.750 1.00 21.77
ATOM 369 CD1 ILEA 55 21.767 -5.582 24.863 1.00 16.23
ATOM. 370 N GIN A 56 17.226 -6.412 22.390 1.00 9.67
ATOM 371 CA GLN A 56 16.161 -7.016 21.619 °:1.00 10.90
ATOM 372 C GLNA 56 16.432 -6.621 20.143. 1.00 13.08
ATOM 373 0 GLNA 56 16.402 -5.393 19.953 1.00 10.32
ATOM 374 CB GILN A 56 14.786 -6.542 22.014 1.00 11.49
ATOM 375 CG GILN A 56 13.653 -7.256 21.316 1.00 23.47
ATOM 376 CD GLN A 56 13.7869 -8.741 21.351 1.00 24.88
ATOM 377 OEl GLN A 56 13.610 -9.379 20.324 1.00 9.56
ATOM 378 NE2 GLN A 56 14.119 -9.221 22.544 1.90 17.94
ATOM 378 N GLY A 57 16.288 ~7.645 19.216 1i.00 6.84
ATOM 380 CA GLY A 57 16.174 -7.019 17.841 1.00 16.1S
ATOM 381 C GLY A 57 14.740 -7.085 17.267 1.00 13.72
ATCOM 382 O-_.GLY A 57 14.124 -8.016 17.752 1.00 12.70
ATOM 383 N VAL A 58 14.068 -6.264 16.525 1.00 12.73

NZAS-0236834



9/34

ATOM 384 CA VAL A 58 12.739 -6.308 16.070 1.00 11.16
ATOM 385 C VAL A 658 12.715 -7.246 14.893 1.00 14.85
ATOM 386 O VAL A 58 13.234 -6.891 13.849 1.00 '18.64
ATOM 387 CB VAL A 58 12.262 -4.984 15.352 1.00 6.54
ATCM 388 CG1 VAL'A 58 10.894 -4.974 14.731 1.00 5.89
ATOM 389 CG2 VAL A 58 12.650 -3.840 16.331 1.00 5.86
ATOM 390 N GLY A 59 12.209 -8.465 15.008 1.00 21.96
ATOM 391 CA GLY A 59 12.120 -9.385 13.874 1.00 17.81
ATOM 392 C GLY A 59 10.645 -9.561 13.550 1.00 23.35
ATOM 393 O GLY A 59 9.919 -8.579 13.249 1.00 27.99
ATOM 394 N GLY A 60 10.166 -10.805 13.623 1.00 18.75
ATOM 395 CA GLY A 60 8.841 -11.142 13.285 1.00 11.46
ATOM 396 C GLY A 60 8.550 -10.833 11.851 1.00 14.. 56
ATOM 397 O GLY A 60 9,160 -11.439 11.003 1.00 16.32
ATOM 398 N PRO A 61 7.505 -10.103 11.612 1.00 12.10
ATOM 399 CA PROA 61 7.123 -9.774 10.250 1.00 14.70
ATOM 400 C PROA 61 8.230 -8.941 9.570 1.00 22.17
ATOM 401 O PROA 61 8.143 -8.758 8.344 1.00 25.74
ATOM 402 CB PROA 61 5.911 -8.860 10.332 1.00 14.30
ATOM 403 CG PRO A 61 5.880 -8.514 11.784 1.00 13.62
ATOM 404 CD PRO A 61 6.723 -9.417 12.576 1.00 12.29
ATOM 405 N TYR A 62 9.162 -8.257 10.292 1.00 21.5¢
ATOM 406 CA TYR A 62 9,973 -7.242 9.674 1.00 17.07
ATOM 407 C TYR A 62 11.133 ~7.907 9,047 1.00 18.73
ATOM 408 O TYR A 62 12.132 -8.213 9.691 1.00 22.39
ATOM 409 CB TYR A 62 10.504 -6.401 10.803 1.00 17.%51
ATOM 410 CG TYR A 62 11.461 ~5.421 10.236 1.00 15.23
ATOM 411 CDl1 TYR A 62 11.343 -4.920 9.032 1.00 17.79
ATOM 412 CD2 TYR A 62 12.465 -4.971 10.969 1.00 19.09
ATOM 413 CE1 TYR A 62 12.206 -3.997 8.506 1.00 19.28
ATOM . 4134 CE2 TYR A 62 13.438 -4.101 10.480 1.00 25.40
ATOM 415 CZ2 TYR A 62 13.327 -3.571 9.186 1.00 20.95%
ATOM 416 OH TYR A 62 14.320 -2.649 8.791 1.00 14.70
ATOM 417 N ASP A 63 10.998 -8.419 7.816 1.00 19.47
ATOM 418 CA ASP A 63 12.137 -9.011 7.081 1.00 17.52
ATOM 419 C ASP A 63 13.027 -7.973 6.453 1.00 17.97
ATOM 420 O ASP A 63 13.628 -8.442 5.512 1.00 14.94
ATOM: 421 CB ASP A 63 11.474 -9.873 €.015 1.00 17.16¢
ATOM 422 CG ASP A 63 10.563 -9.136 5.096 1.00 27.75
ATOM 423 ODl1 ASP A 63 10.049 -8.030 5.281 1.00 34.11
ATOM 424 OD2 ASP A 63 10.300 -9.635 4.002 1.00 44.13
ATOM 425 N ALA A 64 13.089 -6.685 6.584 1.00 15.36
ATOM 426 CA ALRA A 64 14.054 -5.725 6.098 1.00 17.14
ATOM 427 C AlA A 64 14.118 +-5.780 4.569 1.00 21.1¢
" ATOM 428 O ALA A 64 15.193 -5.861 3.968 1.00 23.12
ATOM 423 CB ALA A 64 15.458 -5.861 6.646 1.00 20.45
ATOM 430 N-. ALA AR 65 12.946 -6.008 4.006 1.00 22.21
ATOM 431 CA ALA A 65 12.817 -6.072 2.565 1.00 21.81
31 Mars 200t
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13.143
12.855
11.384
13.401
13.763
12.469
12.548
14.593
15.891
16.509
16.569
11.413
10.253
9.626
9.218
9.089
9.494
8.780
9.242
8.597
8.892
10.145
7.783
10.450
11.020
10.095
9.950
12.461
13.374
13.307
14.048
9.390
8.552
7.157
6.509
8.547
9.870
10.080
10,702
11.268
11.913
12.199
6.765
5.506
5.649
6.694
5.150
5.003

-4.857

©-3.801

-6.390
-4.966
-3.581
-2.913
-1.767
-3.602
-4.308
-4.725
-3.119
-3.625
-2.759
-1.879
-0.818
-3.588
-2.409
-1.647
-0.214
0.683
-2.488
-3.150
-3.459
-0.057
1.236
2.165
3.345
1.251
1.207
2.124
0.099
1.656
2.619
2.836
3.717
2.386
2.360
3.430
1.245
3.330
1.267
2.314
2.24%
2.725
4.037
4.521
1.63%
0.342

1.00 21.76
1.00 23.60
1.00 17.31
1.00 21.48
1.00 13.20
1.00 13.90°
1.00 11.85
1.00 3.92
1.00 9.05
1.00 12.78
1.00 13.44
1.00 14.94
1.00 12.42
1.00 14.21
1.00 14.29
1.00 3.90
1.00 12.11
1.00 11.77
1.00 13.05
1.00 11.13
1.00 13.93
1.00 27.44
1.00 13.39
1.00 7.59
1.00 8.7¢
1.00 10.28
1.00 5.30
1.00 5.54
1.00 15.08
1.00 31.90
1.00 4.51
1.00 159.09
1.00 21.80
1.00 23.3%6
1.00 25.74
1.00 17.38
1.00 15.72
1.00 5.15
1.00 7.61
1.00 16.05
1.00 22.23
1.00 9.57
1.00 25.53
1.00 2¢.2¢
1.00 27.91
1.00 28.8%
1.00 19.99
1.00 16.09

..t
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ATOM 480 CDl LEUA T2 4.879 -0.764 2.885 1.00 18.12
ATOM 481 CD2 LEUA 71 3.786 0.546 1.000 1.00 18.24 -
ATOM 482 N PROA 72 © 4.535 4.663 2.529 1.00 33.01
ATOM 483 CA PROA 72 4.389 5.888  3.311 1.00 34.96
ATOM 484 C . PROA 72 4.865 5.590 4.778 1.00 32.90
ATOM 485 O PROA 72 4.619 4.512 5.331 1.00 28.55
ATOM 486 CB PRO A 72 2.983 6.453 3.095 1.00 32.98
ATOM 487 CG PROA 72 2.224 5,189 2.827 1.00 30.36
ATOM 488 CD PROA 72 3.188 4.093 2.380 1.00 33.56
ATOM 489 N ARG A 73 5.601 6.610 5.221 1.00 27.54
ATOM 490 CA ARG A 173 6.325 6.547 6.408 1.00 25.42
ATOM 491 C ARG A 73 7.613 5.755 6.321 1.00 21.78
ATOM 492 0 ARG A 73 8.360 5.950 7.304 1.00 29.61
ATOM 493 CB ARG A 173 5.469 5.978  7.549 1.00 24.29
ATOM 494 CG ARG A 73 4.575 6.998 B8.155 1.00 23.47
ATOM 495 CD ARG A 73 3.818 6.793  9.360 1.00 29.73
ATOGM 496 NE ARG A 73 3.222 5.460 9.392 1.00 36.30
ATOM 497 CZ ARG A 73 2.891 5.312 10.713 1.00 42.26
ATOM 498 NH1 ARG A 73 3.145 6.288 11.555 1.00.26.57
ATOM 499 NH2 ARG A 73 2.320 4.144 10.883 1.00 39.03
ATOM 500 N GLY A 74 7.868 4.909 5.326 1.00 8.42
ATOM 501 CA GLY A 74 9.120 4.291 5.332 1.00 5.06
ATOM 502. C GLY A 74 9.243 2.858 5.508 1.00 12.74
ATOM S03 O GLYA 74 10.256 2.286 5.317 1.00 16.46
ATOM 504 N THRA 75 8.145 2.321 5.906 1.00 12.82
ATOM 505 CA THR A 75 8.036 0.869 6€.008 1.00 11.14
ATOM 506 C THR-A 75 6.625 0.428 6.134 1.00 10.64
ATOM 507 O THRA 175 5.757 1.231 5.949 1.00 9.3%
ATOM 508 CB THRA 175 8.843 0.398 7.219 1.00 6.97
ATOM 509 OGl THR A 15 8.938 -0.950 7.125 1.00 5.4
ATOM 510 CG2 THRA 1S 8.108 0.865 8.603 1.00 6.30
ATGM 511 N 'SERA 76 6.409 .-0.858  6.259 1.00 10.07
ATOM 512 CA SERA 76 " 5.061 -1.384 6.354 1.00 13.33
ATOM 513 C SERA 76 4.405 -1.163 7.747 1.00 21.87
ATOM 514 O SERA 76 5.228 -1.102 8.679 1.00 24.22
ATOM 515 CB SERA 76 5.030 -2.832 6.083 '1.00 4.81
ATOM 516 OG SER A 76 5.327 -3.664 7.107 1.00 16.98
ATOM 517 N GLNA 77 3.082 -1.100 7.911 1.00 24.90
ATOM 518 CA GLN A 77 2.454 -1.020 9.166 1.00 23.85
ATOM 519 C GLNA 77 2.643 -2.236 10.015 1.00 19.58
ATOM 520 O GLNA 77 2.908 -2.140 11.203 1.00 15.15
ATOM 521 €B GLNA 77 0.983 -0.703 9.217 1.00 32.64
ATOM 522 CG GLN'A 177 0.567 -0.580 10.642 1.00 49.56
ATGM 523 CD GLN A 77 0.689 0.785 11.194 1.00 65.91
ATGM 524 OE1 GLN A 77 0.956 0.869 12.356 1.00 66.06
" ATOM 525 NE2 GLNA 177 0.481 1.750 10.350 1.00 68.91
ATOM 526 N -.ALA A 78 2.754 -3.376 9.402 1.00 15.90
ATOM 527 CA ALAA 78 3.071 -4.577 10.073 1.00 19.47
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4.381
4.389
3.390
5.350
6.602
6.480
6.975
7.474
7.933
7.867
8.488
5.731
5.586
4.925
5.234
4.756

5.627

4.379
5.007
4.017
3.304
4.147
4.084
2.291
1.065
1.105
0.061
5.148
5.984
6.839
7.315
6.998
7.792
6.767
5.666
7.273
7.228
8.033
7.238
7.561
6.093
5.050
4.893
4.962
3.799
3.535
2.787
1.568

10.819
11.983

9.336
16.093
10.774
11.969
13.053

9.670

8.9824

9.091

7.660
11.936
12.924
14.118
15.264
12.436
11.297
13.354
10.424
13.708
14.728
15.510
16.695
13.868
13.7%0
14.226
13.222
15.096

.15.882

16.667
17.752
15.064
15.476
16.185
16.403
16.411
16.199

17.140

18.366
19.528
18.114
19.096
20.057
21.295
18.307
18.291
17.044
17.337

1.00 24.48
1.00 26.91
1.00 17.23
1.00 21.58
1.00 20.62
1.00 20.93
1.00 15.52
1.00 24.79
1.00 28.76

.1.00 25.30

1.00 24.90
1.00 15.93
1.00 17.00
1.00 20.63
1.00 18.79
1.00 11.98
1.00 9.50
1.00 16.27
1.00 8.15
1.00 19.21
1.00 15.15
1.00 15.77
1.00 15.82
1.00 26.36
1.00 23.71
1.00 14.33
1.00 33.0S
1.00 16.07
1.00 14.77
1.00 19.33
1.00 23.58
1.00 13.20
1.00 23.09
1.00 29.%68
1.00 26.63
1.00 33.08
1.00 16.79
1.00 17.32
1.00 17.54
1.00 15.0%6
1.00 18.72
1.00 16.90
1.00 17.74
1.00 14.31
1.00 14.%2
1.00 19.30

"1.00 34.24

1.00 37.70
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NZ LYS A B4 0.346 1.226 16.827 1.00 48.42

N ARG A 85 4.617 -3.506 19.519 1.00 18.50

CA ARG R 85 4.583 ~-4.705 20.280 1.00 19.04

C ARG A 85 5.677 -4.733 21.308 1.00 19.63

O ARG A 85 5.442 -5.192 22.383 1.00 19.24

CB ARG A 85 4.740 -5.979 19.464 1.00 14.74

CG ARG A 85 3.843 -7.094 19.887 1.00 8.85

CD ARG A 85 4.146 -8.554 19.705 1.00 7.20

NE ARG A 85 5.483 -8.898 19.194 1.00 20.30

Cz ARG A 85 6.170 -9.705 19.899 1.00 18.19

NH1 ARG A 85 5.627 -10.161 21.040 1.00 34.03
ATOM 587 NH2 ARG A 85 7.345 -9.979 19.555 1.00 15.36
ATOM 588 N LEU A 86 6.901 -4.586 20.956 1.00 22.21
ATOM 589 CA LEU A 86 8.006 -4.792 21.873 1.00 20.94
ATOM 590 C LEUARA 86 8.044 -3.637 22.803 1,00 20:73
ATOM 591 O LEUA 86 8.155 -3.970 23.925 1.00 22.18
ATOM 592 CB LEU A 86 9.333 -4.932 21.168 1.00 6.67
ATOM 593 CG LEUA 86 9.358 -6.241 20.282 1.00 11.45
ATOM 594 CD1 LEU A 86 10.546 -6.054 19.287 1.00 18.60
ATOM 595 CD2 LEU A 86 . 9.362 -7.516 21.020 1.00 5.17
ATOM 506 N PHE A 87 7.700 -2.446 22.529 1.00 16.79
ATOM 597 CA PHE A 87 7.850 -1.416 23.492 1.00 18.21
ATOM 598 C PHE A 87 6.939 -1.805 24.618 1.00 26.51
ATOM 599 O PHE A 87 7.082 -1.565 25.839 1.00 30.36
ATOM 600 CB PHE A 87 7.498 -0.118 22.846 1.00 15.81
ATOM 601 CG PHE A 87 8.661 0.503 22.128 1.00 22.72
ATOM 602 CD1 PHE A 87 9.625 1.163 22.795 1.00 25.90
ATOM 603 CD2 PHE A 87 8.800 0.446 20.774 1.00 24.19
ATOM 604 CEl PHE A 87 ©10.699 1.781 22.220 1.00 26.46
ATOM 605 CE2 PHE A 87 9.871 0.991 '20.153 1.00 29.24
ATOM 606 CZ PHE A 87 10.827 1.669 20.849 1.00 20.81
ATOM 607 N ALA A 88 5.862 -2.422 24.266 1.00 29.15
ATOM 608 CA ALA A 88 4.772 -2.699 25.195 1.00 22.92
ATOM 609 C ALA A 88 5.186 -3.837 26.068 1.00 22.03
ATOM 610 O ALR A 88 4.974 -3.879 27.284 1.00 27.02
ATOM 611 CB ALA A 88 3.551 -2.803 24.299 :1.00 22.13
ATOM 612 N 1LEU A 89 5.649 -4.897 25.531 1.00 19.16
ATOM 613 CA LEU A 89 6.188 -6.032 26.208 1.00 19.29
ATOM 614 C 1LEU A 89 7.250 -5.507 27.133 1.00 22.06
ATOM 615 0O 1LEU A 89 7.449 -6.050 28.177 1.00 20.49
ATOM 616 CB LEU A 89 7.021 -6.863 25.221 1.00 18.41
ATOM 617 CG LEU A 89 7.477 -8.167 25.834 1.00 20.45
ATOM 618 CD1 LEU A 89 6.326 -8.707 26.627 1.00 17.22
ATOM 619 CD2 LEU A 89 8.060 -9.057 24.769 1.00 18.83
ATOM 620 N ALA A 90 §.124 -4.644 26.722 1.00 22.80
ATOM 621 CA ALA A 90 9.027 -4.137 27.701 1.00 24.14
ATOM 622 C-. ALA A 90 8.237 -3.488 28.849 1.00 23.63
ATOM 623 0 ALA A 90 8.414 -3.835 30.071 1.00 22.73
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624 CB ALA A 90 10.080 -3.253 27.139 1.00 7.74

625 N BASN A 91 7.457 -2.445 28.732 1.00 25.45

626 CA ASN A 91 6.665 -1.979 29.870 1.00 27.25

627 C ASN A 91 5.847 -2.996 30.656 1.00 30.97

628 O ASN A 91 5.346 -2.884 31.768 1.00 27.64

629 CB ASN A 91 5.560 -1.206 29.125 1.00 29.14

630 CG ASN A 091 4.946 -0.345 30.216 1.00 31.73
ATOM 631 OD1 ASN A 91 3.845 -0.692 30.645 1.00 46.76
ATOM 632 ND2 ASN A 91 5.641 0.629 30.643 1.00 29.03
ATOM 633 N GLN A 92 5.369 -4.008 29.969 1.00 35.37
ATOM 634 CA GLN A 92 4,702 -5.141 30.591 1.00 35.55
ATOM 635 C GLN A 92 5.619 -6.072 31.352 1.00 34.28
ATOM 636 0 GLN A 92 5.227 -6.519 32.440 1.00 39.47
ATOM 637 CB GLN A 92 3.866 -5.903 29.573 1.00 54.94
ATOM 638 CG GLN A 92 2.689 -6.698 30.142 1.00 78.63
ATOM 639 CD GLN A 92 2.806 -8.167 29.805 1.00 93.87
ATOM 640 OEl GLN A 92 3.597 -8.840 30.475 1.00 96.99
ATOM 641 NE2 GLN A 92 2.083 -8.696 28.824 1.00 97.81
ATOM 642 N LYS A 93 6.859 -6.403 31.050 1.00 31.97
ATOM 643 CA LYS A 93 7.675 -7.204 31.972 1.00 25.22
ATOM 644 C LYS A 93 '8.381 -6.298 33.015 1.00 24.68
ATOM 645 O LYS A 93 8.716 -6.793 34.075 1.00 32.13
ATOM 646 CB LYS A 93 8.673 -7.980 31.148 1.00 10.86
ATOM 647 CG LYS A 93 8.225 -8.963 30.159 1.00 24.2%¢
ATOM 648 CD LYS A 93 9.362 -9.966 29.986 1.00 21.96
ATOM 649 CE LYS A 93 9.093 -10.718 28.658 1.00 23.78
ATOM 650 Nz LYS A 93 10.084 -11.805 28.300 1.00 25.87
ATOM 651 N CYS A 94 8.752 -5.096 32.774 1.00 16.62
ATOM 652 CA CYS A 94 9.752 -4.412 . 33.480 1.00 18.95
ATOM 653 C CYS A 94 9.512 -2.936 33.537 1.00 24.83
ATOM 654 0 CYS A 94 10.184 -2.017 33.150 1.00 26.80
ATOM 655 CB CYS A 94 11.147 -4.691 32.911 1.00 3.14
ATOM 656 SG CYS A 94 11.618 -6.437 32.882 1.00 25.28
ATOM 657 N PROA 895 8.403 -2.561 34.086 1.00 26.08
ATOM 658 CA PRO A 95 . 7.891 -1.202 33.878 1.00 26.11
ATOM 659 C PRO A 95 8.960 -0.259 34.299 '1.00 27.32
ATOM 660 O PRO A 895 8.776 0.966 34.108 1.00 29.08
ATOM 661 CB PROA 95 6.609 -~1.080 34.747 1.00 20.75
ATOM 662 CG PRO A 95 6.587 -2.421 35.322 1.00 19.04
ATOM 663 CD PRO AR 85 7.363 -3.461 34.509 1.00 22.55
ATOM 664 N ASN A 96 9.836 -0.776 35.193 1.00 31.44
ATOM 665 CA ASN A 96 10.559 0.274 35.966 1.00 35.38
ATOM 666 C ASN A 96 11.891 0.476 35.353 1.00 33.83
ATOM 667 O ASN A 96 12.599 1.359 35.684 1.00 33.31
ATOM 668 CB ASN A 96 10.558 -0.099 37.429 1.00 S3.70
ATOM 669 CG ASN A 96 9.238 0.342 38.026 1.00 61.69
RTOM 670 OD1 ASN A 9% 8.758 1.432 37.706 1.00 64.33
ATOM 671 ND2 ASN A 96 8.676 -0.526 1 67.25
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N THR A 97 12.287 -0.409 34.507 1.00 30.32

CA THR A 97 13.519 -0.367 33.794 1.00 22.83

C THR A 97 13.404 0.493 32.534 1.00 22.43

0 THR A 97 12.446 0.779 31.816 1.00 21.13

CB THR A 97 13.835 -1.851 33.705 1.00 25.87

OGl THR A 97 14.602 -1.91S5 32.528 1.00 38.91

CG2 THR A 97 12.769 -2.901 33.621 1.00 24.22

N PRO A 98 14.393 1.415 32.408 1.00 20.59

CA PRO A 98 14.513 2.292 31.254 1.00 18.15

C PRO A 98 14.882 1.494 29.978 1.00 16.07

0 PRO A 98 15.622 0.462 29.934 1.00 17.19

CB PRO A 98 15.563 3.339 31.676 1.00 14.55

CG PRO A 98 16.270 2.646 32.699 1.00 12.29

CD PROA 98 15.735 1.331 33.046 1.00 12.02

N VAL A 99 14.322 2.107 28.940 1.00 13.81

CA VAL A 99 14.225 1.544 27.632 1.00 14.02

[of VAL A 99 14.856 2.407 26,663 1.00 10.66

0 VAL A 99 14.716 3.679 26.712 1.00 6.90

CB VAL A 99 12.673 1.343 27.335 1.00 2.87

CGl VAL A 99 12.666 1.272 25.872 1.00 17.40

CG2 VAL A 98 12.442 -0.111 27.744 1.00 5.75

N VAL A 100 15.885 1.776 25.861 1.00 6.45

CA VAL A 100 16.525 2.755 24.900 1.00 9.61

C VAL A 100 16.389 2.158 23.561 1.00 10.79

(0] VAL A 100 16.256 0.973 23.477 1.00 9.11

CB VAL A 100 17.877 3.260 25.197 1.00 8.05

; CGl VAL A 100 17.824 4.252 26.336 1.00 6.05
¥ ATOM 699 CG2 VAL A 100 18.853 2.053 25.591 1.00 6.68
2 ATOM 700 N ALA A 101 16.277 2.928 22.511 1.00 13.14
: ATOM 701 CA ALA A 101 16.127 2.266 21.183 1.00 15.¢67
ATOM 702 C ALA A 101 17.065 2.747 20.053 1.00 12.08
ATOM 703 o© ALA A 101 17.261 4.042 19.907 1.00 11.16
ATOM 708 CB AlA A 101 14.685 2.609 20.812 1.00 6.57
ATOM 705 N GLY A 102 17.218 1.787 19.099 1.00 7.583
ATOM 706 CA GLY A 102 17.949 2.415 17.%939 1.00 7.10
ATOM 707 C GLY A 102 17.477 1.803 16.744 1.00 .7.27
ATOM 708 O GLY A 102 17.102 0.621 16.878 1.00 10.83
ATOM 709 N GLY A 103 17.706 2.407 15.648 1.00 7.80
ATOM 710 CA GLY A 103 17.446 1.745 14.356 1.00 5.33
ATOM 711 C GLY A 103 18.303 2.211 13.180 1.00 17.56
ATOM 712 0O GLY A 103 16.785 3.340 13.227 1.00 6.88
ATOM 713 N TYR A 104 18.490 1.387 12.139 1.00 7.09
ATOM 714 CA TYR A 104 19.392 1.682 11.069 1.00 5.99
ATOM 715 C TYR A 104 18.705 1.614 9.705 1.00 9.47
ATOM 716 O TYR A 104 18.115 0.638 9.441 1.00 6€.4¢
ATOM 717 CB TYR A 104 20.592 0.797 11.079 1.00 5.490
ATOM 718 CG -TYR A 104 21.436 1.078 9.876 1.00 8.05
ATOM 719 CD1 TYR A 104 21.708 2.302 9.352 1.00 5.91

31 Mans 2001
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21.961
22.447
22.751
22.972
23.795
18.939
18.190
16.763
16.090
19.124
18.553
116.241
14.759
14.453
13.470
14.239
13.184
12.228
11.024
12.643
15.269
15.190
15.048
14.219
15.653
15.266
13.813
13.150
16.121
13.321
12.056
11.093
10.016
12.035

11.259

10.458
10.305

9.298
11.031
10.247
10.685
10.278
11.397
11.510
11.027
10.404
12.977

13.222

~-0.044
2.513
0.052
1.377
1.509
2.975
2.854
2.370
3.304
2.159
1.685
1.405
1.316
1.089
1.683
0.393
-0.528
-1.220
-1.180
-2.032
0.310
0.159
1.472
1.511
2.637
3.864
4.34¢
4.914

5.006 .

4.312
4.685
3.858
4.391
4.173
2.690
1.760
2.253
2.672
0.319
~-0.801
-2.233
-0.659
2.373
2.860
4.255
4.63%
2.814
1.279

9.172
8.186
8.072
7.608
6.479
8.852
7.601
7.722
8.077
6.607.
5.463
7.079
7.002
8.473
8.862
5.940
6.465
5.581
5.492
4.713
9.172

10.606

11.356

12.290

11.033

11.641

11.471

12.298

11.170

10.267
9.861

10.727

11.035
8.456

11.077

21.783

13.203

13.685

11.634

12.258

11.862

13.783

13.907

15.246

15.234

16.241

15.685

15.805

1.00 6.85
1.00 5.61
1.00 7.49
1.00 11.08
1.00 14.32
1.00 18.39
1.00 9.66
1.00 6.10
1.00 5.63
1.00 B8.55
1.00 24.30
1.00 9.93 .
1.00 8.25
1.00 B8.51
1.00 6.31
1.00 7.45
1.00 18.04
1.00 16.87
1.00 17.59
1.00 8.32
1.00 7.13
1.00 4.61
1.00 8.27
1.00 6.52
1.00 6.44
1.00 7.41
1.00 11.76
1.00 12.64
1.00 13.93
1.00 9.78
1.00 10.47
1.00 12.32
1.00 14.67
1.00 10.24
1.00 4.34
‘1.00 11.71
0 15.26
0 18.07
0 7.52
0 8.41
1.00 7.17
1.00 5.25
1.00 15.77
1.00 12.22
1.00 9.39
1.00 12.54
1.00 15.55
1.00 14.19
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ATOM 768 CG2 ILE A 111 13.195 3.465 17.00S 1.00 _4.64
ATOM 769 CD1 ILE A 111 12.410 0.887 17.002 1.00 14.88
ATOM 770 N ALA A 112 11.309 5.170 14.341 1.00 11.00
ATOM 771 CA ALA A 112 10.792 6.528 14.427 1.00 12.45
ATOM 772 C ALA A 112 9.266 6.455 14.308 1.00 15.59
ATOM 773 O ALA A 112 8.728 7.131 15.154 1.00 18.13
ATOM 774 CB - ALA A 112 11.334 7.505 13.486 1.00 5.70
ATOM 775 N ALA A 113 8.575 5.572 13.587 1.00 12.85
ATOM 776 CA ALA A 113 7.167 5.512 13.557 1.00 15.39
ATOM 777 C ALA A 113 6.475 5.093 14.861 1.00 18.21
ATOM 778 O ALA A 113 5.498 5.750 15.226 1.00 14.59
ATOM 779 CB ALA A 113 6.678 4.562 12.500 1.00 17.63
ATOM 780 N ALA A 114 6.937 3.948 15.303 1.00 16.02
ATOM 781 CA ALA A 114 6.483 3.218 16.412 1.00 16.43
ATOM 782 C ALA A 114 6.578 4.114° 17.643 1.00 22.20
ATOM 783 O ALA A 114 5.673 4.321 18.426 1.00 18B.94
ATOM . 784 CB ALA A 114 7.474 2.084 16.565 1.00 4.869
ATOM 785 N VAL A 115 - 7.722 4.836 17.744 1.00 22.46
ATOM 786 CA VAL A 115 7.855 5.4%99 19.064 1.00 20.88
ATOM 787 C VAL A 115 6.670 6.469 19.007 1.00 22.71
ATOM 788 O VAL A 115 6.136 6.761 20.057 1.00 22.05
ATOM 789 CB VAL A 115 9.279 6.090 19.137 1.00 19.861
ATOM 790 CG1 VAL A 115 g.396 7.259 20.122 1.00 8.35
ATOM 791 CG2 VAL A 115 10.245 5.016 19.562 1.00 13.91
ATOM 792 N SER A 116 6.467 7.085 17.828B 1.00 23.59
ATOM 783 CA SER A 116 5.539 8.172 17.736 1.00 23.68
ATCOM 784 C SER A 116 4,169 7.647 18.120 1.00 23.77
ATOM 795 O SER A 116 3.333 8.523 18.399 1.00 27.35
ATOM 796 CB SER A 116 5.522 8.865 16.376 1.00 25.21
ATOM 797 OG SER A 116 - 5.168 8.043 15.277 1.00 28.905
ATOM 798 N GLU A 117 - 3.859 6.397 18.004 1.00 18.83
ATOM 799 CA GLU A 117 2.49]1 6.020 18.238 1.00 22.21
ATOM 800 C GLU A 117 2.461 5.474 19.653 1.00 30.46
ATOM 801 O GLU A 117 1.487 4.773 19.863 1.00 35.72
ATOM 802 CB 'GLU A 117. 1.977 4,902 17.343 .1.00 21.63
ATOM 803 . CG GLU A 117 2.167 5.219 15.897 1.00 26.41
ATOM 804 CD GLU A 117 1.560 4.424 14.814 1.00 34.01
ATOM 805 OEl GLU A 117 0.912 3.440 15.046 1.00 32.59
ATOM 806 OE2 GLU A 117 1.750 4.833 13.659 1.00 44.62
ATOM 807 N LEU A 118 3.438 5.570 20.512 1.00 34.45
ATOM 808 CA LEU A 118 3.32¢6 5.006 21.812 1.00 33.64
ATOM 809 C LEU A 118 2.681 6.110 22.633 1.00 41.75
ATOM 810 O LEU A 118 . 2.594 7.267 22.370 1.00 39.90
ATOM 81} CB LEU A 118 4.600 4.668 22.392 1.00 29.44
ATOM 812 CG LEU A 118 5.628 3.891 21.645 1.00 26.3%6
ATOM 813 CDl1 LEU A 118 6.921 3.840 22.379 1.00 27.53
ATOM 814 CD2_LEU A 118 5.110 2.520 21.536 1.00 20.69
ATOM 815 N SER A 119 2.076 5.794 23.726 1.00 48.86
31 Mays_ 2001
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852 CD GLU
853 OEl GLU
854 OE2 GLU
855 N GLN
856 CA GLN
857 ¢ GLN
858 0 GLN
859 CB GLN
860 CG GLN
861 CD GLN
862 OEl GLN
863 NE2 GLN

124 8.530 9.814 31.247 1.00 66.99
124 9.619 9.751 31.902 1.00 70.44
124 7.949 10.652 30.502 1.00 73.84
125 8.656 5.393 29.058 1.00 19.93
125 9.761 4.509 29.546¢ 1.00 17.98
125 10.865 4.556 28.521 1.00 24.28
125 11.964 4.107 28.815 1.00 21.47
125 9,225 3.178 29.844 1.00 9.13
125 9.901 2.001 30.299 1.00 9.05
125 9.211 0.719 30.129 1.00 19.33
125 8.190 0.703 29.466 1.00 28.52
125 9.662 -0.396 30.684 1.00 13.34

816 CA SER A 119 0.910 5.647 24.476 1.00 S2.44
817 C SER-A 119 1.212 6.063 .25.866 1.00 52.57
818 O SER A 119 1.485 5.258 26.735 1.00 55.54
819 CB SER A 119 0.550 4.132 24.488 1.00 70.55
820 0G SER A 119 1.393 3.091 23.908 1.00 66.80
821 N GLY A 120 1.532 7.307 26.024 1.00 52.95
822 CA GLY A 120 1.910 7.761 27.382 1.00 53.35
823 C GLY A 120 2.944 7.109 28.291 1.00 49.09
824 O GLY A 120 4.086 7.617  28.358 1.00 49.66
825 N ALA A 121 2.526 6.129 29.102 1.00 42.97
826 CAR ALA A 121 3.477 5.574 30.022 1.00 40.72
827 C ALR A 121 4.587 4.772 29.326 1.00 44.20
828 O ALA A 121 5.749 4.803 29.711 1.00 45.42
829 CB ALA A 121 2.965 4.542 30.903 1.00 36.34
830 N VAL A 122 4.122 4.035 28.312 1.00 41.15
831 CA VAL A 122 5.090 3.269 27.548 1.00 33.41
832 C VAL A 122 5.870 4.168 26.652 1.00 28.48
833 0 VAL A 122 7.084 4.019 26.872 1.00 27.69
834 CB VAL A 122 4.424 2.056 26.952 1.00 30.22
835 CGl VAL A 122 2.924 1.997 27.098 1.00 28.03
836 CG2 VAL A 122 4.891 1.836 25.551 1.00 23.22
837 N LYS A 123 5.424 5.310 26.177 1.00 23.16
838 CA LYS A 123 6.354 6.314 25.661 1.00 23.11
839 € LYS A 123 - 7.403 6.783 26.661 1.00 25.28
840 O LYS A 123 8.524 7.224 26.449 1.00 29.01
841 CB LYS A 123 5.561 7.502 25.100 1.00 23.54
842 CG LYS A 123 6.171 8.573 24.277 1.00 26.71
843 CD LYS A 123 5.400 9,775 23.888 1.00 43.07
844 CE LYS A 123 4.953 9.783  22.461 1.00 59.59
845 NZ LYS A 123 3.518 9.637 22.099 1.00 67.50
846 N GLU A 124 . 6.977 6.991 27.918 1.00 27.95
847 CA GLU A 124 7.845 7.700 28.863 1.00 27.29
848 C GLU A 124 8.910 6.706 29.243 1.00 25.21
849 0 GLU A 124 9.993 7.165 29.769 .1.00 21.21
850 CB GLU A 124 6.986 8.351 29.927 1.00 40.13
851 CG GLU A 124 7.588 6.609 31.295 ‘1.00 57.40
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10.593
11.738
12.546
12.109
11.227

9.706
11.795
13.726
14.462
15.239
15.812
15.401
14.770
13.435
12.779
12.279
15.522
16.280
16.358
16.168
16.451
16.497
17.519
17.602
15.192
14.007
15.051
18.455
19.430
19.078
18.755
20.781
18.911
18.635
19.876
20.436
17.604
16.160
15.391
15.481
20.271
21.422
20.965
20.175
22.217
22.693
21.951
23.860

5.188
5.124
6.334
7.408
4.560
4,686

"'5.081

6.233
7.494
8.063
9.103
7.148
6.110
6.726
6.612
7.863
7.281
7.948
7.104
5.%01
7.725
6.872
7.371
8.553
6.426
7.041
6.729

6.398
6.845.

6.293
5.145
6.391
6.953
6.625
6.908
8.033
7.713
7.830
8.957
6.488
6.009
6.183
6.013
5.101
4.931
4.830
4.029
5.489

27.318
26.361
26.614
26.329
25.022
24.946
23.743
27.264
27.639
26.488
26.680
28.792
29.713
30.064
31.399
31.993
25.41%6
24.3006
23.063
23.226
21.892
20.691
19.719
19.556
20.054
20.726
18.571
19.363
18.344
16.958
16.849
18.603
15.892
14.553
13.661
13.604
14.102
14.57%
13.981
14.324
12.802
11.908
10.478
10.097
12.282
13.714
14.542
14.213

1.00
1.00
1.00
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1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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1.00
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11.17
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ATOM 864 N VAL A 126 10.593  5.188 27.319 1.00 25.30
ATOM 865 CA VAL A 126 11.738  5.124 26.361 1.00 22.55
ATOM 866 C VAL R 126 12.546 ° 6.334 26.614 1.00 17.55
ATOM 867 O VAL A 126 12.109  7.408 26.329 1.00 12.79
ATQM 868 CB VAL A 126 11.227 4.560 25.022 1.00 23.76
aATOM 869 CG1 VAL A 126 9.706 4.686 24.946 1.00 23.77
ATOM 870 CG2 VAL A 126 11.795 5.081 23.743 1.00 23.81
ATGM 871 N LYS A 127 13.726  6.233 27.264 1.00 16.41
aATOM 872 CA LYS A 127 14.462 7.494 27.639 1.00 18.18
ATOM 873 C  LYS A 127 15.239  8.063 26.488 1.00 18.49
ATOM 874 O LYS A 127 15.812 9.103 26.680 1.00 18.99
ATOM 875 CB LYS A 127 15.401 7.148 28.792 1.00 20.81
ATOM 876 CG LYS A 127 14.770  6.110 29.713 1.00 21.99
ATOM 877 CD LYS A 127 13.435 6.726 30.064 1.00 33.86
ATOM 878 CE LYS A 127 12.779  6.612 31.399 1.00 32.17
ATOM 879 N2z LYS A 127 12.279  7.863 31.993 1.00 45.34
ATOM 880 N GLY A 128 15.522 7.281 25.416 1.00 20.56
ATOM 881 CA GLY A 128 16.280 7.948 24.306 1.00 20.72
ATOM 882 C GLY A 128 16.358  7.104 23.063 1.00 17.71
ATOM 883 O GLY A 128 16.168 5.901 23.226 1.00 16.66
ATOM 884 N VAL A 129 16.451  7.725 21.892 1.00 16.16
ATOM 885 CA VAL A 129 16.497 6.872 20.691 1.00 13.82
ATOM 886 C VAL A 129 17.519 . 7.371 19.719 1.00 8.35
ATOM 887 O VAL A 129 17.602 8.553 19.556 1.00 3.85
ATOM 888 CB VAL A 129 15.192  6.426 20.054 1.00 11.02
ATOM 889 CGl VAL A 129 14.007 7.041 20.726 1.00 6.50
ATOM 890 CG2 VAL A 129 15.051  6.729 18.571 1.00 10.03
ATOM 891 N ALA A 130 18.455 6.398 19.363 1.00 8.05
ATOM ~ 892 CA ALA A 130 19.430 6.845 18.344 1.00 7.55
ATOM 893 C ALA A 130 19.078  6.293 16.958 1.00 11.17
ATOM 894 O ALA A 130 18.755 5.145 16.849 1.00 15.74
ATOM 895 CB ALA A 130 20.781  6.391 18.603 1.00 5.89
ATOM 896 N LEU A 131 18.911  6.953 15.892 1.00 7.36
ATOM 897 CA LEU A 131 18.635 6.625 14.553 1.00 7.70
ATOM 898 C _ LEU A 131 19.876  6.908 13.661 1.00 12.02 _
ATOM 899 O LEU A 131 20.436 8.033 13.604 '1.00 6€.80
ATOM 900 CB LEU A 131 17.604 7.713 14.102 1.00 8.40
ATOM 901 CG LEU A 131 16.160 7.830 14.575 1.00 6.67.
ATOM 902 CD1 LEU A 131 15.391 8.957 13.981 1.00 4.49
ATOM 903 CD2 LEU A 131 15.481 6.488 14.324 1.00 5.12
ATOM 904 N PHE A 132 20.271 6.009 12.802 1.00 11.56
ATOM 905 CA PHE A 132 21.422 6.183 11.908 1.00 10.44
ATOM 906 C PHE A 132 20.965 6.013 10.478 1.00 B8.46
ATOM 907 O PHE A 132 20.175 5.101 10.097 1.00 11.04
ATOM 908 CB PHE A 132 22.217 4.931 12.282 1.00 10.56
ATOM 909 CG PHE A 132 22.693  4.830 13.714 1.00 16.38
ATOM 910 €Dl PHE A 132 21.951 4.029 14.542 1.00 13.36
ATOM 911 (D2 PHE A 132 23.860 5.489 14.213 1.00 15.12
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ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
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926
927
928
929
930
931
932
933
934

.935

936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
9517
958
959

CEl PHE
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132
132
132
133

133

133
133
134
134
134
134
134
134
134
134
134
134
134
134
135
135
135
135
135
135
135
136
136
136
136
136
136
136
136
136
137
137
137
137
137
137
137
137
138
138
138
138
138

20/34

22.342
24.176
23.426
21.431
21.026
19.503
18.890
18.926
17.455
16.647
16.785
17.161
15.842
14.889
15.661
13.657
14.408
13.428
12.146
15.811
15.229
14.082
13.845
14.772
13.821
15.828
13. 632
12.596
13.102
12.292
11.336
11.178
10.504

9.587
10.852
14.421
14.953
14.301
13.895
16.481
17.247
17.821
17.390
14.180
13.640
12.190
11.710
13.632

.911
.323
.530
.876
.893

.926
.070
.022
.365
.513
.128
9.393
8.437
10.651
8.690
10.928
9.923
10.110
7.398
7.581
8.530
8.878
6.394
5.399
5.332
9.105
10.134
11.418
12.231
9.671
8.191
8.264
9.102
7.529
11.532
12.752
13.929
14.802
12.573
13.740
14.341
14.130
14.062
15.270
15.332
16.281
15.269

VOVODDOWULAAANND VW

.919.

15.889
15.513
16.403
9.580
8.148
8.061
7.593
8.532
8.838
7.584
7.131
9.836
10.391
10.312
10.948
10.821
11.467
11.423
11.975
7.13%
5.789
5.825
4.727
4.967
5.398
4.712
6.928
6.968
7.646
8.035
7.701
7.263
$.932
5.986
4.914
7.566
8.141
7.458
8.157

8.239

8.812
7.931
10.042
6.141
5.553
5.97
6.549
4.056

1.00 14.91
1.00 18.02
1.00 15.09
1.00 7.35
1.00 5.86
1.00 12.25
1.00 9.03
1.00 9.85
1.00 7.40
1.00 10.61
1.00 5.85
1.00 7.27
1.00 7.89
1.00 #6.65
1.00 11.44
1.00 9.05
1.00 12.89
1.00 14.22
1.00 12.41
1.00 11.51
1.00 7.7
1.00 10.36
1.00 11.26
1.00 12.02
1.00 22.81
1.00 14.88
1.00 15.28
1.00 16.48
1.00 17.4¢
1.00 12.82
1.00 5.71
1.00 13.60
1.00 14.65
1.00 23.99
1.00 14.68
1.00 18.9%52
1.00 18.1%6
1.00 18.79
1.00 12.28
1.00 14.17
1.00 19.75
1.00 14.52
1.00 17.43
1.00 27.31
1.00 25.53
1.00 22.45
1.00 25.13
1.00 41.28
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977
978
979
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981
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990
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993
994
995
996
997
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138

138
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139
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139

139

139
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139
139
140
140

140

140
140
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141
141
141
141

141

142
142
142
142
143
143
143
143
144
144
144
144
144
144
144
144
145
145
145
145
145
145

21/34

13.713
14.641
14.207
11.378
10.034
9.846
8.791
9.517
9.684
10.984
10.674

12.195

10.454
10.215
10.941
11.040
10.581
9.465
8.615
9.460
11.457
12.170
13.219
13.365
11.123
10.083
14.110
14.997
14.652
15.547
13.354
13.210
12.203
11.760
11.668
10.494
9.313
9.298
10.973
12.363
9.882
12.437
8.249
6.958
6.484
6.475
5.957
6.887

16.582
17.503
16.573
14.403
14.390
14.749
15.282
12.969
12.643
11.9863
10.980
12.405
14.072
14.183
15.429
15.654
12.810
11.998
12.565
10.756
16.162
17.350
17.090
17.928
18.299
18.974
16.165
15.778
15.066
14.759
14.851
14.075
12.972
12.787
12.386
11.589
12.315
13.026
10.583

9.956

9,636

9.156
12.380
12.993
12.588
11.446
12.384
12.059

3.303
4.012
1.958
5.569
6.037
7.471
7.528
5.899
4.450
2.110
3.477
4.410
8.427
9.848
10.293
11.454
10.541
10.210
9.563
10.630
9.397
9.790
10.818
11.649
10.271
9.372
10.920
11.902
13.158
13.971
13.569
14.757
14.555
13.481
15.590
15.667
16.296
17.268
16.692
16.348
16.775
17.562
15.499
15.779
17.180
17.537
14.784
13.668

1.00 31.76

1.00 51,09

1.00 46.20
1.00 20.48
1.00 19.98
1.00 22.85
1.00 26.66
1.00 18.37
1.00 22.02
1.00 22.69
1.00 35.62
1.00 31.7¢
1.00 26.14
1.00 19.06

.1.00 16.99

1.00 18.05
1.00 17.20
1.00 16.28
1.00 23.57
1.00 22.65
1.00 19.20
1.00 26.25
1.00 25.06
1.00 27.60
1.00 37.72
1.00 49.61
1.00.19.42
1.00 14.21
1.00 19.42
1.00 23.74
1.00 14.09
1.00 11.80
1.00 16.69
1.00 19.57
1.00 19.71
1.00 20.13
1.00 27.00
1.00 26.75.
1.00 16.84
1.00 5.60
1.00 14.01
1.00 2.175
1.00 32.77
1.00 29.89
1.00 27.78
1.00 26.07
1.00 26.51
1.00 25.85
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
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ATOM
ATOM
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ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATQM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1018
1020

1021 -

1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043

- 1044
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10437
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1053
1054
1055
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CE1l
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145
146
146
146
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- 146

146

" 146

146
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137
147
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148
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‘148
148 .

148
148
148
148
149

149

149
149
149
149
149
149
149
149
150
150
150
150
150
150
150
150
150

22/34

8.174
5.796
5.454
6.526
6.087
4.285
3.300
3.134
2.763
7.791

8.¢689

9.583
9.7
9.309
10.285
9.882
11.608
10.681
12.509
12.022
12.891
9.893
10.817
12.127
13.007
11.185
10.324
9.%77
12.432
13.735
14.910
15.860
13.829
12.837
13.452
13.768
13.315
12.586
13.544
14.813
15.950
16.272
17.372
15.753
14.328
14 .252
15.005
13.454

11.563
13.462
13.274
12.605

11.995

12.364
12.568
13.721
11.437
12.799
12.339

13.495°

14..399
11.098
10.471

9.720
10.564

9.029

9.948

9.184

8.536
13.858
14.916
14.882
14.004
14.694
13.576
12.889
15.980
16.138
16.018

15.477

17.346
17.750
18.605
17.798

'18.154

19.213
17.488
16.282
16.171
14.736
14.443
17.040
17.370
17.185
17.890
16.321

14.234
17.878
19.230
20.045
20.996
19.230
18.120
17.788
17.695
19.88S
20.969
21.285
20.494
20.498
21.349
22.384
21.189
23.273
21.983
23.030

- 23.6887

22.507
22.769
21.957
22.117
24 .251
24.719
23.590
21.250
20.567
21.49s8
21.015
19.727
18.718
17.658
16.491
15.320

15.165%

14.242
22.825
23.735
24.020
24.371
24.917
25.359
26.899
27.657
27.373

1.00 31.33
1.00 27.07
1.00 28.59
1.00 29.25
1.00 35.51
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1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091

11092

1093
1094
1095
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1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
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151
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153
153
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153
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154
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155
155
155
155
155
155
156
156
156

23/34

15.396
15.752
16.163
16.373
14.548
13.853
13.200
12.609
11.796
11.428
11.203
16.360
16.629
"17.995
18.282
15.680
14.423
15.737
18.704
19.930
19.893
19.866
21.112
22.523
22.883
24.358
24.930
19.910
20.031
21.406
21.958
19.095
19.276
17.672
22.039
23.263

©22.906

22.505
23.955
24.396
23.678
25.503
24.037
25.888
25.139
23.205
22.847
24.057

13.807
12.424
11.779
10.586
11.796
12.432
11.451
11.893
11.028

9.823
11.278
12.526
11.925
12.249
13.373
12.408
12.256
11.934
11.336
11.725
11.035

9.800
11.260
11.508

12.882

13.083
14.235
11.962
11.508
11.481
12.460

12.257

11.765
12.091
10.448
10.473
10.406
9.367
9.120
9.266
8.642
9.950
8.702
9.994
9.384
11.255
11.443
12 .027

23.727
23.844
22.531
22.480
24.412
25.516
26.393
27.633
28.275
27.930
29.416
21.505
20.253
19.745
19.965
19.158
19.858
17.759
19.121
18.450

-17.073

17.121
19.338
18.933
19.403
19.079
19.863
16.136
14.730
14.040
13.675
13.674
12.247
14.117
13.605
12.843
11.402
10.893
13.304

-14.739

15.696
15.107
17.011
16.372
17.357
10.511

9.114

8.461

1.00 19.70
1.00 19.52
1.00 19.28
1.00 14.55
1.00 23.06
1.00 22.24
1.00 33.40
1.00 46.53
1.00 52.87
1.00 51.02
1.00 59.98
1.00 14.12
1.00 15.05
1.00 17.30
1.00 21.34
1.00 13.91
1.00 23.92
1.00 6.77
1.00 15.49
1.00 17.73
1.00 18.41
1.00 16.04
1.00 14.55
1.00 11.95
1.00 40.35
1.00 62.12
1.00 73.03
1.00 15.86
1.00 15.79
1.00 13.11
1.00 13.51
1.00 5.90
1.00 8.45
1.00 7.14
1.00 13.75
1.00 10.67
1.00 11.64
1.00 15.09
1.00 5.38
1.00 16.52
1.00 23.70
1.00 11.27
'1.00 23.25
1.00 7.37
1.00 16.13
1.00 12.38
1.00 11.64
1.00 10.08
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ATOM

1104
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1107
1108

1109

1110
1111
1112
1113
1114
1115

1116

1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
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1132
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160
160
160
160
160
161
161
161
161
161
162
162
162
162
162
162
162
163
163
163
163
163
163

24/34

24.385
21.575
20.137
24.814
26.229
26.197
25.368
27.115
27.733
28.011
27.965
26.849
26.825
26.768

25.732

27.954
28.751
27.791
27.483
26.713
25.734
25.732
25.052
24.106
22.755
21.928
24.037
23.126
22.525
22.956
22.455
21.318
19.961
18.968
21.365
19.915
18.653
18.235
17.094
18.596
18.931
19.514
19.198
18.864
18.256
18.219
20.144
20.748

13.174
12.391
11.470
11.147
11.665
12.367
12.330
10.714

9.498

8.573

9.541
13.501
14.483
13.893
14.266
15.512
14.595
16.704
12.956
12.7174
11.797
10.704
11.441
10.302
10.698
11.398

9.829

8.629

8.408

7.840
10.402
10.743
10.317
11.034
10.334

9.4%68

9.014
10.063
10.458

7.778

6.592

7.858
10.733
11.811
12.963
13.857
12.145
10.705

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

325533222383
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13.73
6.30
10.60
16.95
19.16
17.70
20.91
30.34
34.95
44.28
54.18
25.65
28.21
24.85
30.96
27.87
40.51
34.39
5.94
6.20
4.00
4.0%
8.53
11.97
14.44
10.21
12.43
20.99
33.03
10.13
12.33
11.01
15.22
9.50
13.68
14.54
9.8%
13.50
20.47
7.34
%.50
18.46
13.44
11.26
15.57
14.09
18.70
13.38

P a
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26/34

ATOM 1200 CG2 THR A 170 24.38% 7.914 -0.452 1.00 41.10
ATOM 1201 RN PRO A 171 28.000 5.738 -0.469 1.00 10.12
ATCOM 1202 CA PRO A 171 28.012 5.066 0.339 1.00 11.88
ATOM 1203 C PRO.A 171 28.897 5.492 1.765 1.00 9.74
ATOM 1204 O PRO A 171 28.904 4.682 2.646 1.00 9.54
ATOM 1205 CB PRO A 171 30.414 5.207 -0.286 1.00 7.15
ATCOM 1206 CG PRO A 171 30.017 5.603 -1.654 1.00 7.18
ATOM 1207 CD PRO A 171 28.667 6.233 -1.601 1.00 6.90
ATOM 1208 N ALA A 172 28.725 6.718 1.980 1.00 6.71
ATOM 1209 CA ALA A 172 28.247 7.315 3.1689 1.00 8.62
ATOM 1210 C ALA A 172 27.075 6.631 3.892 1.00 10.99
ATOM 1211 O ALA A 172 27.037 6.755 5.165 1.00 16.49
ATOM 1212 CB ALA A 172 27.904 8.812 3.040 1.00 2.86
ATOM 1213 N HIS A 173 26.287 5.815 3.278 1.00 6.36
ATOM 1214 CA HIS A 173 25.133 5.468 4.081 1.00 65.29
ATOM 1215 C HIS A 173 25.685 4.314 4.888 1.00 10.58
ATOM 1216 © HIS A 173 25.082 3.598 5.668 1.00 9.36
ATOM 1217 CB HIS A 173 24.081 4.883 3.216 1.00 8.41
ATOM 1218 CG HIS A 173 22.815 4.403 3.791 1.00 7.30
ATOM 1219 ND1 BHIS A 173 . 22.066 5.327 4.565 1.00 8.48
ATOM 1220 CD2 HIS A 173 22.148 3.264 3.670 1.00 7.83
ATOM 1221 CEl HIS A 173 20.932 4.657 4.861 1.00 17.36
ATOM 1222 NE2 HIS A 173 20.945 3.423 4.379 1.00 5.29
ATOM 1223 N LEU A 174 26.823 3.947 4.326 1.00 8.03
ATOM 1224 CA LEU A 174 27.344 2.623 4.682 1.00 8.0%
ATOM 1225 C LEU A 174 28.171 2.787 5.930 1.00 13.06
ATOM 1226 © LEU A 174 28.609 1.648 6.151 1.00 19.88
ATOM 1227 CB LEU A 174 28.078 2.118 3.488 1.00 2.76
ATOM 1228 CG LEU A 174 27.560 0.902 2.847 1.00 13.35
ATOM 1229 CD1 LEU A 174 26.024 1.017 2.796 1.00 18.01
ATOM 1230 CD2 LEU A 174 27.913 0.740 1.421 1.00 21.70
ATOM 1231 N SER A 175 28.290 3.989 6.447 1.00 12.43
ATOM 1232 CA SER A 175 29.230 4.052 7.553 1.00 18.01
ATOM 1233 € SER A 175 28.872 4.811 8.847 1.00 19.89
ATOM 1234 © SER A 175 28.968 6.047 9.12¢ 1.00 14.61
ATOM 1235 CB SER R 175 30.516 4.606 ©6.847 1.00 20.11
-ATOM 1236 0OG SER A 175 30.834 5.907 7.293 1.00 27.73
ATCM 1237 N TYR A 176 28.479 3.978 9.815 1.00 17.89
ATOM 1238 CA TYR R 176 28.092 4.530 11.133 1.00 12.54
ATOM 1239 C TYR A 176 28.530 3.671 12.272 1.00 11.16
ATOM 1240 O TYR A 176 27.949 3.770 13.257 1.00 7.63
ATOM 1241 CB TYR A 176 26.511 4.283 11.053 1.00 9.13
ATOM 1242 CG TYR A 176 25.831 5.525 10.029 1.00 5.03
ATOM 1243 CD1 TYR A 176 25.874 6.923 10.425 1.00 2.75
ATOM 1244 CD2 TYR R 176 25.152 5.022 8.9860 1.00 2.18
ATOM 1245 CE1 TYR A 176 25.287 7.754 9.633 1.00 4.25
ATOM 1246 CE2 TYR A 176 24.649 5.981 8.085 1.00 .6.77
ATOM 1247 C€Z TYR A 176 24.658 7.329 8.399 1.00 6.22
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27134

OH TYR 176 24,074 8.375 7.635 1.00 5.76
ATOM 1249 N THR A 177 29.430 2.685 12.167 1.00 10.72
ATOM 1250 CA THR A 177 29.797 1.854 13.284 1.00 13.31
ATOM 1251 C THR 177 - 30.516 2.659 14.320 1.00 12.46
ATOM 1252 O THR A 177 30.311 2.436 15.475 1.00 13.12
ATOM 1253 CB ' THR 177 30.658 0.683 12.798 1.00 3.49

ATCM 1254 0OGl THR
ATOM 1255 CG2 THR
ATOM 1256 N IlEe
ATOM 1257 CA ILE
ATOM 1258 C ILE
- ATOM: .1259 O - 1ILE
ATOM 1260 CB ILE
ATOM 1261 CGl1 ILE
ATOM 1262 CG2 ILE
ATOM 1263 CD1 ILE
ATOM 1264 N GLU
ATOM 1265 CA GLU
- ATOM 1266 C GLU
ATOM 1267 O GLU
ATCM 1268 CB GLU
ATOM 1269 CG GLU

177 31.361 1.247 11.870 1.00 32.08
177 29.675 -0.149 12.083 1.00 6.42
178 31.409. 3.474 13.920 1.00 10.48
178 32.203 4.246 14.783 1.00 15.25
178 31.180 5.045 15.632 1.00 16.95
178 31.092 4.774 16.851 1.00 22.68
178 33.338 5.121 14.357 1.00 25.11
178 34.701 4.496- 14.056 1.00 25.05
178 33.599 6.205 15.392 1.00 27.60
178 34.553 3.006 14.071 1.00 55.86
179 30.218 5.799 15.178 1.00 16.34
179 29.290 6.610 15.985 1.00 16.94
179 28.324 5.713 16.692 1.00 14.79
179 27.683 6.012 17.716 1.00 19.20
179 28.555 7.637 15.169 1.00 21.16
179 28.790 7.283 13.691 1.00 50.37

BEDEPIPRPPYIPYRPIPPPIPIPYIYYPEIIIPYIPII YR ER DD DD

ATOM 1270 CD GLU 179 29.933 7.701 12.851 1.00 61.82
ATOM 1271 OEl GLU 179 30.163 8.890 12.697 1.00 77.56
ATCM 1272 OE2 GLU 179 30.627 6.854 12.309 1.00 75.83
ATOM 1273 N ALA A 180 28.240 4.418 16.412 1.00 8.00
ATOM 1274 CA ALA 180 27.353 3.520 17.042 1.00 14.34
ATCM 1275 C ALA 180 28.048 2.981 18.280 1.00 19.53
ATOM 1276 O . ALA 180 27.397 3.142 19.265 1.00 21.17
- ATOM 1277 CB ALA A 180 26.843 2.437 16.128 1.00 11.97
ATOM 1278 N ARG 181 28.317 2.547 18.287 1.00 21.89
ATOM 1279 CA ARG 181 29.992 1.982 19.398 1.00 16.48
ATOM 1280 C ARG 181 30.296 3.106 20.367 1.00 19.44
ATOM 1281 O ARG 181 30.243 3.104 21.639 1.00 28.53
ATOM 1282 CB ARG 181 31.310 1.408 19.143 1.00 12.43
ATOM 1283 C€G ARG 181 31.954 0.432 20.052 1.00 45.44
ATOM . 1284 - CD ARG 181 32.596. -0.688 19.242 1Y.00 66.21
ATOM 1285 NE ARG 181 33.333 -0.030 18.164 1.00 85.83
ATOM 1286 CZ ARG 181 33.306 -0.321 16.895 1.00 91.35
ATOM 1287 NHY ARG 181 32.551 ~1.320 16.530 1.00 96.98
ATOM 1288 NH2 ARG 181 34.023 - 0.400 16.095 1.00 92.83
ATOM 1289 N GLY 182 30.387° 4.262 -19.847 1.00 13.94
ATOM 1290 CA GLY 182 30.553 5.404 20.728 1.00 7.40
ATOM 1291 . C° GLY 182 29.741 6.574 20.960 1.00 7.95
ATOM 1292 0O GLY 182 29.171 6.512 22.083 1.00 12.73
ATOM 1293 N GLU 183 29.725 7.622 20.138 1.00 6.42
ATOM 1294 CA  GLU 183 28.816 8.775 20.405 1.00 10.04
C GLU 183 27.421 8.369 20.645 1.00 14.41

~ ATOM 1295
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ATOM 1296 O GLU A 183 26.846 8.530 21.749 1.00 15.43
ATOM 1297 CB GLU A 183 29.053 §.791 19.402 1.00 21.24
ATOM 1298 CG GLU A 183 28.079 10.638 18.725 1.00 62.21
ATOM 1299 CD GLU A 183 28.248 12.103 19.141 1.00 81.34
ATOM 1300 OEl GLU A 183 28.850 12.243 20.232 1.00 95.85
ATOM 1301 OE2 GLU.A 183 27.791 13.027 18.430 1.00 90.85
ATOM 1302 N ALA A 184 26.766 7.605 19.808 1.00 15.56
ATOM 1303 CA ALA A 184 25.444 7.083 20.117 1.00 14.54
ATOM 1304 C ALA A 184 25.549 6.382- 21.464 1.00 13.62
ATOM 1305 O ALA A 184 24.575 6.533 22.215 1.00 16.75
ATOM 1306, CB ALA A 184 25.019 6.015 19.089 1.00 9.58
ATOM , 1307 N ALA A 185 26.428 5.396 21.774 1.00 9.42
ATOM 1308 CA ALA A 185 26.219 4.677 23.031 1.00 7.48
ATOM 1309 C ALA A 185 26.330 5.715 24.100 1.00 12.30
ATOM 1310 O ALA A 185 25.761 5.503 25.179 1.00 9.50
ATOM 1311 CB ALAR A 185 27.138 3.475 23.260 1.00 4.60
ATOM 1312 N ARG A 186 27.271 6.673 24.090 1.00 15.54
ATOM 1313 CA ARG A 186 27.352 7.507 25.300 1.00 13.57
ATOM 1314 C ARG A 186 26.085 8.286 25.561 1.00 11.49
ATOM 1315 O ARG A 186 25.421 8.267 26.573 1.00 8.74
ATOM 1316 CB ARG R 186 28.484 8.460 25.043 1.00 30.29
ATOM 1317 CG ARG A 186 29.869 7.851 25.240 1.00 37.15
ATOM 1318 CD ARG A 186 30.983 8.826 24.813 1.00 42.36
ATOM 1319 NE ARG A 186 31.902 7.942 24.064 1.00 51.82
ATOM 1320 C2Z ARG A 186 32.324 8.346 22.870 1.00 50.20
ATOM 1321 NH1 ARG A 186 31.924 9.538 22.424 1.00 47.65 .
ATOM 1322 NH2 ARG A 186 33.115 7.476 22.318 1.00 39.90
ATOM 1323 N PHE A 187 25.565 8.774 24.434 1.00 8.37
ATOM 1324 CA PHE A 187 24.195 9.370 24.426 1.00 13.48
ATOM 1325 C PHE A 187 23.187 8.476 25.182 1.00 15.92
ATOM 1326 O PHE A 187 22.379 8.916 25.995 1.00 14.81
ATOM 1327 CB PHE A 187 23.667 9.791 23.087 1.00 11.81
ATOM 1328 CG PHE A 187 22.282 10.323 23.032 1.00 14.%4
ATOM 1329 CD1 PHE A 187 21.984 11.586 23.391 1.00 8.47
ATOM 1330 CD2 PHE A 187 21.186 9.599 22.564 1.00 18.34
ATOM 1331 CEl1 PHE A 187 20.698 12.134 23.353 1.00 12.B9
ATOM 1332 CE2 PHE A 187 19.895 10.026 22.485 1.00 17.42
ATOM 1333 CZ PHE A 187 19.661 11.322 22.924 1.00 3.70
ATOM 1334 N LEU A 188 23.033 7.232 24.803 1.00 15.17
ATOM 1335 CA LEU A 188 21.908 6.427 25.324 1.00 18.43
ATOM 1336 C LEU A 188 22.207 6.221 26.775 1.00 19.67
ATOM 1337 O LEU A 188 21.280 6.512 27.461 1.00 18.17
ATOM 1338 CB LEU A 188 21.703 5.088 24.552 1.00 18.72
ATOM 1339 CG LEU A 188 21.116 5.375 23.136 1.00 9.96
ATOM 1340 CDl1 LEU A 188 20.950 4.066 22.601 1.00 7.86
ATOM 1341 CD2 LEU A 188 19.849 6.206 23.168 1.00 4.70
ATOM 1342 N - _ARG A 189 23.333 $5.805 27.230 1.00 17.48
ATOM 1343 CA ARG A 189 23.798 5.812 28.547 1.00 18.41
31 Mas
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